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WYKAZ KREGOWCOW OBJETYCH ANALIZA FILOGENETYCZNA

Anas platyrhynchos — kaczka krzyzowka

Anguilla japonica — wegorz japonski

Anser anser anser — podgatunek gesi gegawy

Bos taurus — udomowione bydto

Bufo bufo gagarizans — podgatunek ropuchy szarej
Cairina moschata — kaczka pizmowa (pizmoéwka amerykanska)
Canis familis - pies

Carassius auratus — kara$ srebrzysty (ztota rybka)
Danio rerio — danio prggowany

Gallus gallus — kura domowa

Homo sapiens — cztowiek rozumny

Ictalurus punctatus — sum (sumik) kanatowy
Lytechinus pictus — gatunek jezowca

Macaca mulatta — rezus

Mus musculus — mysz domowa

Oncorhynchus mykiss — pstrag tgczowy
Oryctolagus cuniculus — krolik

Pan troglodytes — szympans

Parechinus angulosus — gatunek jezowca

Pongo pygmaeus — orangutan

Rattus norvegicus — szczur wedrowny

Salmo trutta fario — pstrag potokowy
Strongylocentrotus purpuratus — je€ZOwWiec purpurowy
Sus scrofa domestica — §winia domowa

Tetraodon nigroviridis — kolcobrzuch zielony
Xenopus laevis — zaba szponiasta

Xenopus tropicalis — gatunek zaby (brak polskiej nazwy)



SKROTY I SYMBOLE STOSOWANE W TEKSCIE

B4 (HIM) histon Xenopus laevis charakterystyczny dla okresu bruzdkowania
BIONJ ulepszona wersja metody NJ
BLOSUM macierz substytucji sekwencji biatkowych

d oczekiwana liczba substytucji nukleotydowych na miejsce dla dwoch
sekwencji

F81 model substytucji nukleotydow zaproponowany przez Felsensteina w
1981 roku

FM (Fitch-Margoliash) jedna z metod odlegto$ciowych

GTR (general time reversible) model substytucji nukleotydow zaktadajacy

odwracalnos$¢ ewolucji

H1 klasa histonéw silnie lizynowych

HI1° histon H1 charakterystyczny dla komorek zréznicowanych

Hla-e histony H1 charakterystyczne dla komoérek somatycznych

Hloo (oocyte-specific linker histone) histon tacznikowy specyficzny dla
oocytow

HI1t (testis-specific histone H1) histon H1 specyficzny dla jader

H1X histon Bufo japonicus homologiczny do B4

H2A klasa histonoéw umiarkowanie lizynowych budujaca rdzen nukleosomu

H2B klasa histonéw umiarkowanie lizynowych budujaca rdzen nukleosomu

H3 klasa histonéw arginowych budujaca rdzen nukleosomu

H4 histon arginowy wchodzacy w sktad rdzenia nukleosomu

H5 histon silnie lizynowy charakterystyczny dla jadrzastych erytrocytow

HKY (Hasegawa-Kishino-Yano) model substytucji nukleotydow

HTH (helix-turn-helix) motyw helisa-skret-helisa

J69 najprostszy model substytucji zaproponowany przez Jukesa 1 Cantora w
1969 roku

JTT macierz substytucji aminokwasow autorstwa Jones, Taylor, Thornton

K2P (Kimura 2 parametr) model substytucji o dwdch parametrach
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(last squares) metoda ostatnich kwadratéw zaliczna do metod
odlegtosciowych

(minimum evolution) metoda minimalnej odleglosci (ewolucji)
(maximum likelihood) metoda najwigkszej wiarygodnosci

(maximum parsimony) metoda najwigkszej oszczednosci

(multiple sequence alignment) dopasowanie wielu sekwencji

(neigbor joining) metoda przylacznia najblizszego sasiada, zaliczna do
metod odlegtosciowych

roznica migdzy proporcja poszczegdlnych aminokwaséw/nukleotydow w
obrgbie dwoch sekwencji

model akceptowalnych mutacji punktowych; takze macierz substytucji
aminokwasow oparty o ten model

(Poisson corection) poprawka wartosci d uwzgledniajaca rozktad
Poissona

(Protein Data Base) bank sekwencji 1 struktur biatkowych

substytucje niesynomiczne (zmieniajace odczytu aminokwasu)
substytucje synomiczne (nie zmieniajace odczytu aminokwasu)

par zasad

wspolczynnik okreslajacy stosunek tranzycji do tranwersji

odwracalne modele ewolucji sekwencji np. JC69, HKY, F81
logarytmicznie skorygowana wartos¢ odlegtosci d

(small interfering RNA) maly interferujacy RNA, klasa RNA o dlugosci
21-28 par zasad

model substytucji nukleotydow zaproponowany przez Tamur¢ w 1992
roku

(unweighted pair-group method using aritmetic averages) metoda
niewazonych srednich potaczen zaliczna do metod odlegtosciowych
(variable time model) model substytucji aminokwasow ustalona przez
Mullera 1 Vingron

(Whelan-and-Goldman) model substytucji aminokwasow



1. WSTEP

Biatka histonowe naleza do wysoce konserwatywnych bialek obecnych w
wigkszosci organizmow eukariotycznych, a ich homologi wystgpuja réwniez u
Procaryota (Kasinsky 1 wsp., 2001). Biatka te znajduja si¢ w jadrze komorkowym,
gdzie wiaza si¢ z DNA tworzac podstawowa jednostke chromatyny jaka jest
nukleosom. Struktura ta sktada si¢ z o$miu czasteczek histonéw stanowiacych rdzen
na ktory niemal dwukrotnie obwinigty jest DNA o dtugosci = 146 pz. Histony mozna
podzieli¢ na dwie podrodziny biatek. Sa to histony rdzeniowe i histony tacznikowe.
Do histonow rdzeniowych zaliczane sa biatka H2A, H2B, H3 1 H4. Kazde z nich
wystepuje podwojnie w nukleosomie tworzac tetramer H3,-H4, 1 dwa dimery H2A-
H2B, ktore z kolei tacza si¢ w oktamer (Rys. 1). Biatka te maja budowe¢ modularng i
sktadaja si¢ z trzech czesci: COOH-terminalnej, centralnej 1 NH,-terminalnej. Rdzen
nukleosomu buduja jedynie dwie pierwsze domeny, podczas gdy cze¢sci N-terminalne
wystaja na zewnatrz nukleosomu. Pomimo swej konserwatywnosci ewolucyjnej
(histony naleza do najwolniej si¢ zmieniajacych biatek) histony wykazuja pewne
zroznicowanie, jedynie histon H4 wystepuje w formie jednorodnej. Druga podrodzing
stanowia histony tacznikowe obecne w wigkszej liczbie wariantdow 1 szybciej
ewoluujace niz pozostate histony. Biatka te ulokowane sa w miejscu w ktérym DNA
wchodzi do 1 wychodzi z nukleosomu stanowiac swego rodzaju klamr¢ spinajaca
catos¢ (Ramakrishnan, 1997; Ktyszejko-Stefanowicz, 2002; Luger 1 Hansen, 2005;
Chakravarthy 1 wsp., 2005)

1.1. BUDOWA HISTONOW EACZNIKOWYCH

Histony lacznikowe to matle, silnie zasadowe biatka o masie okoto 21 tys. Da.
Zaliczamy tu histony H1 powszechnie wystepujace we wszystkich rodzajach
komorek jadrzastych oraz histony HS5 specyficzne dla jadrzastych erytrocytéw
ptakow 1 ptazow. Bialka te podobnie jak histony rdzeniowe zbudowane sa z trzech

domen. Czg$¢ centralna (zwana tez globularng) zbudowana z okoto 80 aminokwasow



cechuje si¢ najwyzsza konserwatywnoscia (Wierzbicki, 2002; Kasinsky 1 wsp.,
2001). Domena globularna sklada si¢ z wiazki trzech o-helis oraz B-harmonijki
(nazywanej w tym przypadku skrzydiem) ulokowanej w poblizu C-konca. Ze
wzgledu na taka budowe histony tacznikowe zaliczy¢ mozna do rodziny biatek HTH,
cho¢ typowe bialtka HTH takie jak CAP (biatko aktywatora katabolicznego) maja
miedzy druga a trzecia helisa skret zbudowany z czterech aminokwasow, ktérego
brak u histonow (Ramakrishnan, 1997). Motyw uskrzydlonej helisy decyduje o
mozliwosciach wigzania si¢ do DNA, a r6znice w sktadzie aminokwasowym migdzy
histonami HI 1 HS skutkuja odmiennym powienowactwem tych form do DNA

(Gajiwala 1 Burley, 2000).

Rys. 1 Nukleosom (kod PDB: 1KXS5). Model oparty na podstawie krystalografii rengenowskiej o
rozdzielczosci 1.9 A zobrazowano za pomoca programu RasMol (Bernstein, 2000). DNA
zaznaczono kolorem zoltym i czerwonym (na obrzezach), biatka histonowe zaznaczono na
niebiesko, zielono (w centrum). Z nukleosomu wystaja N-terminalne czgsci histonow rdzeniowych.

Nukleosom u gory po lewej pokazano od strony w ktérej DNA wchodzi i schodzi.



Cze$¢ N-terminalna zbudowana jest z 35-40 aminokwaséw z duza iloScia
aminokwasow zasadowych oraz proliny 1 alaniny. Dodatkowo domeng ta mozna
podzieli¢ na dwie cze$ci: zewngtrzng silnie hydrofobowa i sasiadujaca z domena
centralna cze$¢ zasadowa. W obrebie struktury drugorzedowej mozna tu wyr6dznié
dwie a-helisy oddzielone dwoma glicynami dzigki ktorym motyw helisa-Gly-Gly-
helisa jest elastyczny. Ponadto helisy te sa silnie alifatyczne czyli aminokwasy
zasadowe potozone sa z jednej strony, za§ zasadowe z drugiej oraz zawieraja potrojne
miejsca zasadowe co jest cecha biatek wiazacych DNA takich jak protaminy (Vila 1
wsp., 2002). Nalezy podkresli¢, ze wyzej opisana struktura drugorzedowa dotyczy
jedynie czgsci zasadowej 1 wystepuje jedynie w obecno$ci DNA (Vila 1 wsp. 2001).
Domena COOH-koncowa histonu H1 jest najdtuzsza 1 zbudowana jest z 90-160
aminokwasow wsrdd ktorych przewazaja lizyna, arginina 1 prolina, ktore stanowia
ponad 85% aminokwasow histonu H1 co powoduje niemal 15-krotna przewage
aminokwasow zasadowych nad kwasowymi  (Klyszejko-Stefanowicz, 2002).
Dodatkowo czesto wystepuja seryna 1 treonina bedace miejscem fosforylacji. Innym
specyficznym motywem sa sekwencje (S/T)PXX, gdzie X oznacza lizyng lub
argining. Motyw ten decyduje o mozliwo$ci wiazania si¢ do mniejszego rowka DNA
(Ramakrishnan, 1997). Podobnie jak domena N-koncowa ogon C-terminalny nie
wykazuje struktury drugorzedowej, chyba, ze potaczy si¢ on z DNA lub bedzie
stabilizowany przez specjalne zwiazki takie jak trifluoroetanol czy NaClO4. W takich
warunkach powstaje kilka alifatycznych a-helis przedzielonych B-skretem lub o-
skretem dzigki czemu histony facznikowe moga si¢ wigza¢ zaroOwno z mniejszym jak

1 wigkszym rowkiem DNA (Vila 1 wsp., 2000).

Tabela 1. Srednia dtugos¢ poszczegodlnych domen histonu H1 u kregowcow.

Ogon NH»-terminalny Domena globularna Ogon COOH-terminalny
40+13 79+5 10617




1.2. FUNKCJA HISTONOW LEACZNIKOWYCH

Podstawowa funkcja histonu HI 1 HS jest stabilizowanie zwartej struktury
nukleosomu. Brak histonéw tacznikowych zmienia budowe chromatyny, ktora staje
si¢ luzna, a nukleosomy ja budujace pozbawione sa charakterystycznej struktury
todyzki. Uniemozliwia to wyksztalcenie nast¢pnego stopia konformacji przestrzenne;j
jakim jest 30 nm widkno, ktére przez wiele lat opisywano jako solenoid, ale obecnie
coraz cze$ciej przedstawia si¢ wedtug modelu wstegi zygzakowatej (Bednar 1 wsp.,
1998; Travers, 1999). Oproécz tej wydawatoby si¢ czysto mechanicznej funkcji
histony tacznikowe podlegaja licznym modyfikacja takim jak fosforylacja,
ubikwitynacja, acetylacja, ATP-rybozylacja 1 metylacja co ma duze znaczenie na
regulacj¢ ekspresji genow (Ktyszejko-Stefanowicz, 2002). Przyktadowo fosforylacja
motywu SPKK w C-terminalnej czg$ci wptywa na zdolno$¢ wiazania si¢ histonu H1
do chromatyny, a sita tego oddziatywania zalezy takze od lokalizacji danego motywu
co sugeruje, ze poszczegdlne sekwencje ulegajace modyfikacji nie sa réwnocenne
(Hendzel 1 wsp., 2004). Obecnie zebrane dane jasno wskazuja, ze funkcja histonow
tacznikowych jest daleka od poczatkowo postulowanej jaka byta rola generalnego
represora espresji gendw. Mozna tu zaobserwowac istnienie roéznych sprzezen
zwrotnych, przykladowo wyciszenie za pomoca siRNA histonow H1 u Arabidopsis
thaliana powoduje odziedziczalne zmiany we wzorze metylacji DNA 1 ekspresji
gendw (Wierzbicki 1 Jerzmanowski, 2004) Sprawa jest na tyle skomplikowana, ze
postuluje si¢ nawet istnienie specjalnego kodu wedlug ktorego poszczegdlne
modyfikacje w odmienny sposob wplywaja na ekspresje genow, kondensacje

chromatyny i inne procesy komorkowe (Jenuwein 1 Allis, 2001; Turner, 2002).

1.3. ZROZNICOWANIE HISTONOW EACZNIKOWYCH

Histony H1 1 HS sa biatkami najbardziej zrdéznicowanymi w calej rodzinie
histonowej. Wszystkie do tej pory zbadane organizmy (ponad 100 gatunkow roslin 1

zwierzat) posiadaja wigcej niz jeden wariant tego biatka (Sullivan, 2002).
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Rys. 2 Podziat histonow tacznikowych uwzgledniajacy struktur¢ gendéw. Szary prostokat oznacza
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sekwencje kodujaca (egzon), biaty sekwencj¢ nie kodujaca (intron), na zielono zaznaczono kasete
TATA, na niebiesko kasete¢ CAAT, kolor fioletowy oznacza region bogaty w nukleotydy GC, zo6tty
sekwencje specyficzna dla H1 (kaseta bogata w AC; SAAGAAACACACA3Z'), a na pomaranczowo
oznaczono kasete Y (sekwencja odwrocona w stosunku do CAAT; na podstawie Khochbin i Wolffe,

1994; zmienione).

Najdoktadniej zbadano pod tym katem ssaki u ktorych mozna wyr6zni¢ co najmniej
osiem wariantéw: pie¢ somatycznych (H1a-¢) oraz histony H1t, Hloo i H1° (Rys. 2).
Pod wzgledem budowy gendéw 1 biatek oraz czasu i1 miejsca ekspresji histony
tacznikowe mozna podzieli¢ na cztery klasy. Sa to:

- warianty, ktorych ekspresja nastgpuje we wczesnym etapie rozwoju;

- warianty wystepujace w komorkach somatycznych;

- histony tacznikowe zwiazane z procesem roznicowania;

- wariant charakterystyczny dla jader.

Histony pierwszej grupy ulegaja ekspresji jedynie w intensywnie
proliferujacych komorkach w okresie oogenezy 1 na poczatku embrionezy, a
doktadniej moéwiac w czasie bruzdkowania (ang. cleavage linker histones).
Poczatkowo biatka te wyizolowano u ptazow (wariant B4 zwany tez HIM u Xenopus
laevis oraz H1X u Bufo japonicus) 1 bezkreggowcow (grupa histonow cs-H1 u
Strongylocentrotus purpuratus, Parechnus milaris 1 Lytechinus pictus). Ich homolog

u ssakow wykryto po do$¢ zmudnych poszukiwaniach w oocytach myszy 1 nazwano



Hloo (Tanaka i wsp., 2001). W obrebie promotora brak u nich kasety bogatej w
guaning, kasety charakterystycznej dla H1 oraz kasety CAAT (zamiast niej jest kaseta
Y). Sam odcinek kodujacy posiada introny, ktorych inne histony nie posiadaja, a na
koncu odcinka 3' znajduje si¢ sygnal poliadenylacji (Khochbin 1 Wolffe, 1994;
Khochbin, 2001). Odmienno$¢ histonow okresu bruzdkowania widoczna jest rowniez
na poziomie biatka, gdyz sa one znacznie dluzsze (273-285 aminokwasow) 1 slabiej
zasadowe (proporcje aminokwasow kwasnych i1 zasadowych sa niemal réwne) od
innych histonow tacznikowych (Tanaka 1 wsp., 2001). Skutkuje to stabszym
powinowactwem histonéw B4, Hloo i cs-H1do DNA co moze by¢ cecha korzystna w
komorkach podlegajacych czgstym replikacjom.

Somatyczne histony tacznikowe nazywane sa histonami zaleznymi od
replikacji, poniewaz ich synteza zachodzi jedynie w fazie S wystgpuja w wigkszosci
komorek w tym takze w komorkach embrionalnych 1 oocytach (Clarke 1 wsp., 1992;
Clarke 1 wsp., 1997). Sekwencje promotorowe zawieraja bogata w guaning, kasety
TATA 1 CAAT oraz enhancer zlokalizowany 450-480 pz powyzej czapeczki (tzw.
sekwencja bogata w TG; Khochbin, 2001). Somatyczne histony tacznikowe, cho¢
ulegaja ekspresji we wszystkich komorkach wykazuja rozne proporcje. Przyktadowo
w komorkach proliferujacych przewazaja histony Hla 1 Hlb, za§ w komorkach
zroznicowanych warianty Hlc, HId 1 Hle. Podobne zréznicowanie mozna
zaobserwowa¢ w odniesieniu do poszczegdlnych tkanek (Lennox i Cohen, 1983).
Roéznice te zaleza m.in. od poziomu ekspresji genow, okresu pottrwania mRNA 1
biatek (Wang 1 wsp., 1997). Roznice sekwencji aminokwaséw, ktore wahaja si¢ od
15-40% 1 powoduja odmienne powinowactwo poszczegdlnych wariantow do DNA i1
chromatyny. Inne sa takze miejsca, ktore ulegaja modyfikacja posttranslacyjnym.

Przez histony zwiazane z procesem roznicowania nalezy rozumie¢ warianty
H1° i H5. Pierwszy wystepuje w zroznicowanych komoérkach somatycznych (mézg,
watroba, pluca), drugi za$ jest charakterystyczny dla jadrzastych erytrocytow.
Posiadaja one wspdlna budowe promotora (Rys. 2) z kasetami H1/AC, GC i
nietypowa kaseta TATA, brak natomiast sekwencji CAAT zamiast ktorej wystepuje
sekwencja spotykana w promotorze histonu H4 mianowicie S'TCANNNNGGTCC'3



bedaca miejscem wiazania si¢ specyficznego czynnika transkrypcji H4TF2 (dla
prostoty pominigto ten fakt na rysunku). Wszystkie te elementy sa konserwatywne 1
silnie oddziatywuja na ekspresj¢ genu. Innym elementem kilkakrotnie pojawiajacym
si¢ w dalszej czasci promotora wptywajacym w znaczny sposob na poziom ekspresji
histonu HI1° jest sekwencja (A/C)GGGGGG(A/C) nazywana S$ciezka
heksadeoksyguaninowa (dG)s (Khochbin 1 Wolffe, 1994; Dong i1 wsp., 1995).
Dominujaca rol¢ w kontroli ekspresji genu H5 maja trzy elementy promotora: region
bogaty w GC, miejsce wigzace USF (ang. USF binding side) oraz element UPE (ang.
upstream positive element) zawierajacy w sobie wyzej wyminiony element
charakterystyczny dla histonu H4. Na poziomie mRNA histony te wyrozniaja si¢
dlugimi odcinkami nie podlegajacymi translacji flankujacymi oba konce transkryptu
(5'-UTR 1 3'-UTR; Franke 1 wsp., 1998). Powstajace z nich biatka zawieraja duzo
seryny, alaniny i lizyny (wariant H5) lub argininy (wariant H1°). Ponadto wystepuje
tu niespotykana u innych histonow tacznikowych treonina 1 histydyna (Ktyszejko-
Stefanowicz, 2002). Jak wspomniano histony ulegaja licznym modyfikacja, a jedna z
nich jest zarezerwowana wtasnie dla histonu H1° w obrebie ktérego mozemy
wyrozni¢ dwie frakcje w zalezno$ci od tego czy histon H1° jest acetylowany na N-
koncu czy nie. Ilo$¢ histon H1° i histonu H5 pozytywnie koreluje z kondensacja
chromatyny oraz spadkiem replikacji 1 transktypcji co zwigzane jest z wysokim
powinowactwem tych wariantow do DNA (Koutzamani i wsp., 2002).

Ostatnia wydzielona grupe w obrebie histonow tacznikowych tworzy histon
H1t specyficzny dla megskich komoérek rozrodczych. Transkrypt H1t wykrywa si¢ w
stermatocytach 1 rzedu znajdujacych si¢ w profazie I mejozy (Srodkowy 1 podzny
pachyten), za§ produkt bialkowy obecny jest do poczatkowego okresu rozwoju
spermatyd, gdzie moze stanowi¢ ponad 50% histonu H1. W pozniejszym etapie
rozwoju komorek plemnikowych histony zostaja zastapione kolejno przez biatka TP
(ang. transition proteins) i protaminy (Grimes 1 wsp., 2003). Mimo podobnej budowy
promotora jak u wariantow H1a-e histon H1t ulega specyficznej tkankowo i czasowo
ekspresji co tlumaczy si¢ istnieniem negatywnych elementéw regulatorowych

(Wilkerson 1 wsp., 2002). mRNA nie posiada ogona poli-(A), w miejscu ktorego



znajduje si¢ konserwatywna 26 nukleotydowa sekwencja tworzaca strukture ,,szpiki
do wlosow” (ang. hairpin loop), ktéra odpowiada za dojrzewanie i stabilizacj¢ mRNA
(Dominski 1 Marzuluff, 1999). Na poziomie biatka wariant ten cechuje obecnos¢
metioniny, ktorej brak u innych histonéw H1 (Fantz 1 wsp., 2001)

Oprécz wymienionych wariantow nieallelicznych powstatych prawdopodobnie
w wyniku duplikacji genow 1 ich pozniejszej specjalizacji w miarg¢ nagromadzenia si¢
roznic w obrebie sekwencji nukleotydowej histony tacznikowe wykazuja
polimorfizm w obrebie alleli co opisano u wielu gatunkow ssakow (Patyga, 1990) i

ptakéw (Patyga 1 wsp., 2000; Kowalski 1 wsp., 2004).

1.4. INAKTYWACJA HISTONOW H1 A ICH ZNACZENIE

Ze wzgledu na swoje powszechne wystepowanie 1 istotng funkcje trudno sobie
wyobrazi¢, aby histony lacznikowe byly biatkami, ktorych inaktywacja moze nie
mie¢ zadnych konsekwencji. Jednak poczatkowe badania polegajace na tworzeniu
transgenicznych myszy pozbawionych jednego lub nawet kilku wariantow histonow
tacznikowych byly pod tym wzgledem dos$¢ zaskakujace. Okazalo sig, ze brak
jednego wariantu byl kompensowany przez inne formy histondw tacznikowych, a
zwierzgta nie wykazywaly zadnych zauwazalnych zmian (Sirotkin 1 wsp. 1995).
Dotyczyto to nawet silnie wyspecjalizowanych wariantow takich jak HI1t. Myszy
pozbawione tego wariantu (HIt -/-) byly w pelni zywotne 1 co dosy¢ zaskakujace
ptodne, rowniez potomstwo nie wykazywato zadnych odchylen od normy (Fantz 1
wsp., 2001; Lin 1 wsp., 2000). Podobnie brak dwoch wariantow nie powodowat
wigkszych zmian (Fan 1 wsp., 2001), cho¢ w tym przypadku da si¢ juz wykry¢
subtelne zmiany na poziomie ekspresji niektorych gendéw, ktore paradoksalnie w
wigkszos$ci polegaty na jej obnizeniu (Alami 1 wsp., 2003). Dla kontrastu brak trzech
wariantow histonéw tacznikowych powoduje catkowita letalnos¢ na poziomie
embrionalnym (Fan i wsp., 2003; Fan i1 Skoultchi, 2003). Podobne badania
przeprowadzone na linii komorkowej DT40 kury przyniosty analogiczne wyniki

(Takami 1 Nakayama 1997; Takami 1 wsp., 2000).



Bardziej szczegdtowe informacje dotyczace struktury i funkcji histonow

tacznikowych mozna znalez¢ w innych zrédtach (Koztowki, 2004).

1.5. ANALIZA FILOGENETYCZNA HISTONOW LACZNIKOWYCH

Celem niniejszej pracy jest przeprowadzenie analizy filogenetycznej bialek H1
1 H5 u kregowcow w zwiazku z czym na poczatek zostana przedstawione
podstawowe wiadomos$ci na temat filogenetyki molekularnej. Badania te maja zbadaé
stosunki migdzy genami rodziny histonow tacznikowych, ktore uksztaltowaty sig¢ w

czasie ich ewolucji.



2. PODSTAWY FILOGENETYKI MOLEKULARNEJ

Filogenetyka to dziat biologi zajmujacy si¢ badaniem relacji migdzy
organizmami zywymi W oparciu o podobienstwa w budowie sekwencji
nukleotydowych 1 biatkowych. Opiera si¢ ona na zalozeniu, ze wraz z uptywem czasu
nastepuja zmiany (mutacje) w obrgbie materiatu genetycznego (DNA), ktore
odzwierciedlaja histori¢ organizmu 1 jego potomkow. Pokrewienstwo migdzy

analizowanymi sekwencjami przedstawia si¢ w postaci grafu zwanego drzewem.
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< - wezet wewnetrzny (domniemany “przodek”) O -korzen

Rys. 3 Typy drzew. a) drzewo nieukorzenione; b) drzewo ukorzenione. Poszczegélne litery
symbolizuja badane sekwencje, bedace jednoczesnie weztami zewnetrznymi (lis¢émi) drzewa.
Odcinki migdzy poszczegdlnymi weztami nazywamy galeziami, tak wigc wezly sa miejscami

rozwidlenia rozgalgzien.

2.1. DRZEWA FILOGENETYCZNE

Istnieja dwa rodzaje drzew ukorzenione i nieukorzenione (Rys. 3). Zwykle
mamy do czynienia z tymi pierwszym, a réznica mi¢dzy nimi polega na wybraniu w
sposob arbitralny tzw. korzenia. Korzen jest sztucznie utworzonym wezltem i
prowadzi bezposrednio do grupy zewngtrznej czyli najbardziej oddalonej
ewolucyjnie od innych sekwencji. Lokalizacj¢ korzenia mozna wyznaczy¢ opierajac
si¢ na zasadzie zegara molekularnego lub przez dodanie sekwencji pochodzacej od

organizmu odleglejszego ewolucyjnie od kazdej analizowanej sekwencji. W obu



przypadkach zlokalizowanie korzenia nie jest pewne, poniewaz w pierwszym
przypadku zaktada si¢ poprawno$¢ dzialania zegara molekularnego, co oznacza, ze
nowo powstate gatezie ewoluuja w takim samym tempie. W drugim przypadku, aby
doda¢ grupe zewngtrzna musimy posiada¢ pewien poziom wiedzy dotyczacy
analizowanych sekwencji (Felsenstein, 2004). Czasem informacji takich po prostu nie
ma. Mozna takze probowac¢ wyciaga¢ wnioski analizujac posiadane dane. Jednym z
mozliwych rozwiazan moze by¢ wykorzystanie niestacjonarnych modeli substytucji

w potaczeniu z metodami najwigkszego prawdopodobienstwa (Yap 1 Speed, 2005).

a) Gorilla gorilla Pan trotroglodytes

Pan paniscus

Pongo pygmaeus
>/ Homo sapiens

Pongo pygmaeus abelii

Hylobates lar

b) 100 Homo sapiens

Pan trotroglodytes

100

100 Pan paniscus

Gorilla gorilla

Pongo pygmaeus

100 = Pongo pygmaeus abelii

Hylobates lar

100 Pongo pygmaeus abelii

/N ——— Pongo pygmaeus
\_/ /ﬂ Gorilla gorilla
\_1—90

Homo sapiens

100 — Pan trotroglodytes

100 ==—————" Pan paniscus

Hylobates lar

Rys. 4 Drzewo obrazujace stosunki filogenetyczne panujace u naczelnych. a) drzewo
nieukorzenione; b) dwa drzewa ukorzenione maja jednakowa topologig, a pozorne réznice wynikaja
jedynie z przestawienia (obrotu) wokot zaznaczonych wezléw. Drzewa powstaly w oparciu o

kompletne sekwencje mitochondrialne analizowanych organizméw pobrane z GenBank.



Procz korzenia w drzewie wyrdzniamy gatezie, wezly zewngtrzne (liScie),
ktorymi najcze$ciej sa analizowane sekwencje oraz wezly wewngtrzne bedace
hipotetycznymi sekwencjami posrednimi migdzy sekwencjami znajdujacymi sig
powyze] miejsca lokalizacji rozpatrywanego wezta (Rys. 3). Sposob utozenia
poszczegodlnych galezi nazywamy topologia drzewa. Analizujac kilka sekwencji
nalezy rozwazy¢ wszystkie mozliwe uklady, ktore moga powstaé, uwzgledniajac, ze
przestawienie dowolnego wezta nie oznacza zmiany topologii drzewa (Rys. 4).

Ogodlnie liczba réznych topologi drzew nieukorzenionych dla N sekwencji wynosi:

B.(N) =U (2N-3)
a (Strimmer, 1997)
Zas$ liczba drzew ukorzenionych wynosi odpowiednio:

B/(N) = |'| (2N - 3)
N=2

Jak wida¢ liczba drzew ukorzenionych dla N sekwencji jest o jeden wykladnik
wyzsza od liczby drzew nieukorzenionych. Z rownan wynika, ze ilo§¢ mozliwych
topologii ro$nie wyktadniczo, tak, ze nawet dla wzglednie matej liczby sekwencji (N)
ich 1los¢ szybko dazy do nieskonczonosci (Tabela2). Oczywiste jest wigc, ze badanie
pokrewienstwa wielu taksondéw wymaga sprawdzenia olbrzymiej iloSci mozliwych
drzew 1 dla wigkszej liczby sekwencji byloby zbyt czasochtonne, a wrecz
niemozliwe. W zwiazku z tym metody wyszukiwania drzew polegaja na
zastosowaniu algorytmow heurystycznych, ktére sprawdzaja jedynie niewielka czes¢
mozliwych topologii dzigki przyjeciu pewnych zatozen, ktore maja za zdanie
odrzuci¢ btedne topologie jeszcze zanim zostang wykonane gtowne obliczenia.

W ogblnym zalozeniu dazy si¢ do pelnego zobrazowania relacji migdzy
sekwencjami czego konsekwencja ma by¢ drzewo o strukturze binarnej czyli drzewo
posiadajace jeden wezet stopnia drugiego (z dwoma wychodzacymi od niego
gateziami; w¢zet ten nazywamy korzeniem), za§ pozostale wegzly stopnia pierwszego
(liscie) lub trzeciego (wezly wewngtrzne). Czasem jednak dane nie pozwalaja

osiagnac takiego ukladu. W takim przypadku drzewo zawiera wezly o stopniu



wyzszym niz 3 (Rys. 5). Moze to wynika¢ z r6znych przyczyn. Drzewa o nie w pelni
rozwigzanej strukturze moga by¢ wynikiem naturalnie panujacych stosunkoéw migdzy
analizowanymi genami, gdzie jednocze$nie powstaja wigcej niz dwa geny (politomia
twarda) lub sa btedem wynikajacym z zastosowanych danych (nieodpowiednie lub/i
za krotkie sekwencje; politomia migkka). Ogélnie przyjmuje si¢, ze w wigkszosci

przypadkow mamy do czynienia z politomia migkka (Cotton, 2003).

Tabela 2. Zalezno$¢ liczby mozliwych drzew od liczby analizowanych cech (sekwencji,
organizmow itp.).

N (liczba badanych sekwencji)

drzewa ukorzenione drzewa nieukorzenione liczba mozliwych drzew
2 3 1
3 4 3
4 5 15
5 6 105
6 7 945
10 11 34 459 425
11 12 654 729 075
20 21 8 200 794 532 637 891 559 375
[] @N-3) [ @N-53)
N=2 N=3

Oprocz graficznej reprezentacji drzew mozna je zapisa¢ w zwigztej formie przy
uzyciu nawiasoéw. Taki zapis jest szczegdlnie korzystny w czasie porownywania
odlegltosci miedzy poszczegdlnymi topologiami, ktora dla binarnych drzew
nieukorzenionych réwna si¢ podwojonej liczbie weztow wewngtrznych ktérymi
roznig si¢ analizowane drzewa. Przykladowo drzewo ukorzenione zilustrowane na
rysunku 5 mozna zapisa¢ jako (D (C (B (A, E, B)))), za§ drzewo nieukorzenione jako
((A, E, B) ((C, F) (D, F))) (Nei i Kumar, 2000).
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Rys. 5 Politomia drzew ukorzenionego i1 nieukorzenionego. Oznaczenia jak na rysunku 3.

2.2 CZYNNIKI WPLYWAJACE NA EWOLUCJE SEKWENCJI
NUKLEOTYDOWYCH

Pierwszym etapem budowy drzewa jest wykonanie zestawienia analizowanych
sekwencji (multiple sequence alignment, MSA), ktore ma za zadanie przypisanie
poszczegdlnym pozycja jednej sekwencji odpowiadajacym im pozycja w innych
sekwencjach. Dopasowanie sekwencji wymaga wstawienia przerw tak, aby otrzymac
jak najlepszy wynik. Istnieje cata gama programéw wykonujacych ten etap analizy
jednak najczesciej uzywanym jest ClustalX 1 ClustalW.

Najprostszym wspolczynnikiem okreslajacym stopien réznicy migdzy dwoma
sekwencjami jest stosunek (p) nukleotyddéw, ktdérymi rdéznia si¢ dwie sekwencje (ng)
do calkowitej liczby nukleotydéw (n).

p =n4n
Wspotczynnik ten nazywany jest takze odlegloscia p migdzy sekwencjami. Odlegtosé
p poza prostota niewiele ma do zaoferowania, poniewaz jest wspotczynnikiem
skrajnie upraszczajacym rzeczywisto$¢. Nie uwzglednia on substytucji wstecznych
(np. A—»C—A) ani innych dostgpnych informacji wynikajacych z charakteru zasad
lub aminokwaséw. Ta pierwsza wade da si¢ wyeliminowac stosujac odlegltos¢
uwzgledniajaca rozktad Poissona (odleglos¢ PC) lub rozktad gamma. Jesli chodzi o
drugie zastrzezenie to od dawna wiadomo, ze proporcje poszczegolnych zasad nie sa
jednakowe 1 w zalezno$ci od organizmu badz sekwencji moga by¢ dalekie od tych
ktore mozna by oczekiwac z praw statystyki. Zawarto$¢ zasad GC moze si¢ waha¢ od

30% do ponad 60%.



Podobnie substytucje poszczegolnych zasad nie sa jednakowe. Generalnie
mozna wyrdzni¢ dwa rodzaje substytucji, mianowicie transwersje 1 tranzycje.
Transwersje sa podstawieniami jednej puryny (adenina lub guanina) w druga puryng
lub pirymidyny (tymina, cytozyna) w inng pirymidyng, a transwersje to zamiana

puryny w pirymidyng lub na odwrot (Rys. 6).

Ce—>»G

a

A4—B>T

Rys. 6 Typy substytucji. a — tranzycja (A<G, C—T); B- transwersja (pozostate).

Wspoétczynnik tranzycji do tranwersji (R) dla wigkszosci genow jadrowych miesci si¢
w przedziale 0.5-2.0, ale dla DNA mitochondrialnego moze dochodzi¢ az do 15.
Wynika to z prostej przyczyny, wedtug ktorej tranzycje nukleotydow sa bardziej
prawdopodobne, poniewaz zamiana zachodzi migdzy zwiazkami o podobne;j
budowie, natomiast transwersje dotycza odmiennych strukturalnie zwiazkow.
Nastepnym czynnikiem, ktory nalezy wzia¢ pod uwage jest rézne tempo ewolucji
migdzy poszczegdlnymi miejscami w obrgbie kodonow. Wynika to w prosty sposob z
degeneracji kodu genetycznego, ktory, aby jeszcze bardziej skomplikowac sytuacje
nie jest uniwersalny dla wszystkich organizmoéw. Przygladajac si¢ budowie kodu
genetycznego tatwo zauwazy¢, ze pewne zmiany zachodza tatwiej niz inne, poniewaz
nie powoduja zmiany odczytu kodu. Zmiany takie nazywamy synomicznymi 1
dotycza praktycznie wszystkich zmian trzeciego nukleotydu kodonow 1 niektorych
zmian zachodzacych na pierwszej pozycji. Przyktadowo w kodonie CUA kodujacym
leucyne mutacja A na dowolny nukleotyd np. U nie spowoduje zadnej zmiany w
odczycie kodonu, CUU nadal koduje leucyng. Podobnie substytucja C—U pozostaje
zmiang cicha. Dzigki temu zmiany synomiczne nie beda wplywac na budoweg biatka,
a wigc pozostanag w duzym stopniu neutralne. Zupelnie inaczej przedstawia sig

sprawa zmian niesynomicznych czyli takich, ktore powoduja zmiang odczytu kodu.



W tym przypadku ich obecno$¢ jest widoczna na poziomie biatka i moze znaczaco
wpltywa¢ na jego budowg 1 funkcje. Oczywiscie wigkszo$¢ tych zmian bedzie
szkodliwa 1 dlatego zmiany niesynomiczne bgda szybko eliminowane i jedynie
nieliczne zostang na stale wlaczone do genomu 1 si¢ utrzymaja (jest to tzw. selekcja
oczyszczajaca). Substytucj¢ niesynomiczne dotycza niektorych zmian pierwszej
pozycji kodondw 1 wszystkich zmian w obrgbie drugiej pozycji, ktore w tym ostatnim
przypadku zawsze skutkuja zmianami odczytywanego aminokwasu lub mutacjami
nonsensownymi. Wracajac do naszego przyktadu zmiana U w obrgbie CUA na inny
nukleotyd np. G spowoduje powstanie kodonu kodujacego zupeklie inny aminokwas
(w tym przypadku argining).

Kolejnym waznym czynnikiem jest dostgpnos¢ poszczegolnych tRNA dla
odpowiednich kodonéw. To, ze dany aminokwas moze by¢ kodowany przez np.
cztery rozne kodony wecale nie oznacza, ze tRNA komplementarne do nich bgda
wystgpowa¢ w komorce w takiej samej iloSci. Wrecz przeciwnie, w wigkszosci
przypadkow jeden z tRNA wystepuje obficie, a reszta w znikomych ilo$ciach. W ten
sposob kodon dla ktorego tRNA wystepuje w duzych ilosciach bedzie preferowany.
Zjawisko to wida¢ szczegolnie w odniesieniu do genow podlegajacych intensywne;j
ekspresji. Przyktadowo czgsto$¢ kodondéw kodujacych glicyng w genach polimerazy
RNA Escherischia coli wskazuje, ze o ile kodony GGU i1 GGC stanowia
zdecydowana wigkszos¢ to brak calkowicie kodonéw GGA 1 GGG.
Wspotczynnikiem opisujacym to zjawisko jest wzgledny poziom uzycia kodonow
synomicznych (relative synonymous codon usage, RSCU) odpowiadajacy
stosunkowi obserwowanej czgstosci wystepowania kodonu do czestosci oczekiwane;j
przy zatozeniu jednakowego wykorzystania poszczegolnych kodondéw (Nei 1 Kumar,

2000).

2.3 MODELE EWOLUCJI SEKWENCJI NUKLEOTYDOWYCH

Istnieje  wiele modeli opisujacych sposob zachodzenia substytucji

nukleotydowych. Pierwszym 1 =zarazem najprostszym modelem jest model



zaprezentowany w 1969 roku przez Jukesa 1 Cantora (JC69). Zaklada on, ze
substytucje zachodza w kazdym miejscu z ta sama czgstotliwoscia 1 kazdy nukleotyd
moze ulec zmianie na dowolny inny ze stala czestotliwoscia a. Jak zaznaczono
wczesnie] ilo$¢ traznzycji jest zwykle wigksza niz transwersji co moze znacznie
wpltywac¢ na otrzymany wynik. W zwiazku z tym zaproponowano inny model (K2P)
w ktorym czgstos¢ tranzycji okresla parametr o, a czgstos¢ transwersji parametr . W
modelu K2P czgsto$¢ wszystkich substytucji wynosi a + 23. Kolejnym modelem jest
jest model zaproponowany przez Felsensteina (F81), ktory bierze pod uwagg czgstos¢
poszczegdlnych nukleotydow. Modelem dodatkowo uwzgledniajacym 16zna
zawartos$¢ zasad GC jest model Tamury (T92). Inny czgsto uzywany model HKY jest
potaczeniem modelu K2P 1 F81 1 uwzglednia zawartos¢ GC 1 stosunek transzycji do
transwersji. Modelem najbardziej ztozonym uwzgledniajacym 10 oddzielnych
parametrow dla kazdej mozliwej substytucji jest model GTR w ktorym jedynym
przyjmowanym zatozeniem jest odwracalno$¢ ewolucji (Tabela 3). Nalezy zaznaczy¢,
ze o ile bardziej zlozone metody wykorzystujace wigksza ilo§¢ parametréow z
zalozenia powinny lepiej obrazowac odlegtos¢ miedzy sekwencjami o tyle wariancja
d wzrasta wzrasta proporcjonalnie do liczby parametréw, tak, ze w niektérych
przypadkach uzycie prostszego modelu moze da¢ taki sam rezultat jak wykorzystanie
skomplikowanego modelu wymagajacego duzych nakladow mocy obliczeniowe;j
(Nei 1 Kumar, 2000). Omowione pokrotce powyzej modele substytucji zaliczane sa
do jednej klasy modeli procesow odwracalnych w czasie (REV), ktore zakladaja
mozliwos$¢ wnioskowania o ewolucji w oparciu o zalozenie jej odwracalnosci. Jednak
podejscie takie niekoniecznie musi by¢ prawdziwe w zwiazku z czym coraz czgsciej
stosuje si¢ inne bardziej wyrafinowane modele zakladajace nieodwracalnosé
procesOw substytucji. Mimo, ze metody te powstaly niedawno daja one obiecujace
analizowane dane, a nie przez subiektywne wybranie grupy zewngtrznej przez

badacza (Yap i1 Speed, 2005).



Tabela 3 Modele substytucji nukleotydéw (wedtug Nei i Kumar, 2000; zmienione).

A T C G A T C G

model JC69 model T92

A - o o o - 36, 36, a9,

T a - a a 36, - a6, 36,

C a a - a 36, a0, — 36,

G o o o - 00, 6. 36, -
model K2P model HKY

A — B B a - Bgr Bec 0ge

T p = o B Pga - 0ge Peo

C B - B Bga agr - Bga

G o B - 0ga Pgr Pgc -
model F81 model GTR

A — ogr ogc 0gc — agr bgc cge

T aga — ogc 0gc aga — dgc egc

C oga ogr - g bga dgr - fgc

G aga agr agc - cga egr fgc -

Oznaczenia: ga, gr, gc 1 g6 0znaczaja czestos¢ nukleotydow; 0, = gg + gc; 0, = ga + g3

2.4 CZYNNIKI WPLYWAJACE NA EWOLUCJE BIALEK

Takze na poziomie bialka istnieje szereg czynnikow wplywajacych na ich
ewolucj¢, a takze na ewolucj¢ DNA kodujacego dane biatko. Ze wzgledow
wspomnianych wczesniej (patrz rozdz. 2.2) wynika, ze czesto$¢ zmian jednego
aminokwasu w inny nie jest czysto losowa. Aminokwasy o wlasciwosciach
podobnych beda tutaj wyraznie preferowane. W praktyce oznacza to, ze istnieje
wigksze prawdopodobienstwo, ze przyktadowo Ileucyna ulegnie zmianie w
izoleucyng niz w argining. Aspekt ten wynika ze wszystkich wlasciwosci danego
aminokwasu takich jak hydrofobowos¢ (regiony hydrofobowe pograzone zwykle
wewnatrz struktury biatka, gdzie oddzialuja z innymi aminokwasami niemal z kazde;j
strony, wolniej ewoluuja niz aminokwasy hydrofilowe swobodnie wystajace do

srodowiska), kwasowos¢ czy jego wielkos¢. Ponadto szybko$¢ ewolucji w obrebie



domen biatka bedzie r6zna i ogdlnie jest ona odwrotnie skorelowana z znaczeniem
danego aminokwasu w budowie struktur wyzszego rzedu czy centréw aktywnych
enzymow. Wykorzystanie tych informacji moze korzystnie wplyna¢ na poprawnos¢

analizy filogenetycznej.

Tabela 4 Macierz PAM250 (wartosci na glownej przekatnej i pod nia) i macierz BLOSUMG62
(wartosci powyze] gtownej przekatnej, wartosci dla przekatnej podano ponizej w wierszu

oznaczonym *; na podstawie Baxevalis 1 Ouellette, 2004).

Al2/-1 -2 -2 0 -1 -1 0 -2 -1 -1 -1 -1 -2 -1 1 3 0-2°0
R/ -2/6/0 2 -3 1 0 -2 0 -3 -2 2 -1 3 -2 1 -4 -2 3
N -3 0 303 2 -3 -2 1 -4 -2 3
D -1 4 3 -1 -1 -3 4 -1 -3 3 -1 0 -1 4 -3 3
c -2 4 4 5123 4 3 3 -1 -1 3 -1 -2 -3 -1 -1 -2 -2 -1
Q0 1 I 2 -5 -2 3 -2 1 0 -3 -1 -1 -2 -1 -2
E|0 -1 1 3 -5 -2 3 3 1 2 -2 -1 -1 -3 -2 -2
G| 1 -3 I -3 -1 512 4 4 -2 -3 -3 -2 2 -2 -3 3
H| -1 2 1 -3 3 2163 3 -1 -2 -1 -2 -1 2 -2 2 3
r -1 -2 -2 -2 -2 2 2 3 -2 301 302 -1 3 -1 3
L2 3 -3 4 -6 -2 -3 -4 -2 2 202 302 -1 -2 -1 1
K| -1 !l 0o 5 1 0 -2 0 -2 3 -1 -3 -1 0 -1 -3 -2 -2
M/-1 0 -2 3 -5 -1 -2 -3 -2 2 0,6 ,0 -2 -1 -1 -1 -1 1
F -3 4 3 6 4 -5 -5 -5 -2 1 S50 4 -2 -2 1 3 -1
P 1 o -1 -3 o0 -1 0 0 -2 -3 -1 -2 -5/6 -1 -1 -4 -3 -2
S |1 1 0 -1 I -1 -1 -3 23 2,1 -3 -2 -2
T|1 -1 0 20-1 -1 0 0 -2 -1 -3 0 3 /-2 -2 0
w -6 2 4 -7 8 -5 -7 -7 -3 -5 -2 -3 40 -6 -2 5|17 2 3
Y 3 4 -2 4 0 4 4 -5 0 -1 -1 -4 -2 5 -3 -3 0110 -1
v,o0 2 -2 -2 -2 -2 2 -1 -2 4 2 2 2 -1 -1 -1 0 -6 -2 4
A R ND C Q E G H K M F P T W Y V
* 4 5 6 6 9 5 5 6 8 4 4 5 5 6 7 5 11 7 4

Podobnie jak w przypadku sekwencji nukleotydowych podobienstwo migdzy
dwoma sekwencjami mozemy opisa¢ za pomoca liczby oczekiwanych substytucji d,
ktora dla wigkszej wiarygodnosci mozemy skorygowac uzywajac rozktadow gamma 1

PC. Wartos¢ d dla biatek opisuje si¢ takze przy pomocy odpowiednio



zmodyfikowanych modeli JC69 i1 K2P, jednak ich uzyteczno$¢ jako bardzo ogoélnych
jest watpliwa, obecnie stosuje si¢ coraz czgsciej odlegtos¢ Scoredist, ktora zaktada
poprawke logarytmiczng obserwowanej wartosci d w oparciu o macierz BLOSUM62

(Sonnhammer i Hollich, 2005).

2.5 MODELE EWOLUCJI BIALEK

Ewolucj¢ bialek probuje odtworzy¢ sie poprzez zastosowanie odpowiednich
macierzy substytucji o rozmiarze 20 x 20 na podstawie danych empirycznych.
Najpierw pojawitly si¢ macierze oparte na modelu akceptowanych mutacji
punktowych (PAM) w ktoérych jedna jednostka PAM odpowiada roznicy ewolucyjnej
miedzy dwoma sekwencjami wynoszacej 1%. Model ten uwzglednia zajScie
wstecznych substytucji 1 wystgpowanie pewnych preferencji do czestszych
substytucji jednych aminokwaso6w od innych. W ten sposob mozliwe jest
wyznaczenie macierzy PAM wyzszych rzedow (PAM200-300). Podstawowa macierz
o wartosci 1 PAM zostala wyznaczona przez Dayhoff w oparciu o blisko
spokrewnione sekwencje, a nastgpnie otrzymane wyniki ekstrapolowano do innych
odlegtosci PAM (Tabela 4). Macierze PAM o niskim stopniu sa wykorzystywane do
analizy blisko spokrewnionych sekwencji, zas te o wigkszym stopniu do analizy
sekwencji odleglejszych ewolucyjnie. Innym powszechnie stosowanym typem
macierzy sa macierze BLOSUM (Henikoff 1 Henikoff, 1992) oparte o dane zawarte w
bazie danych BLOCKS (Henikoff 1 Henikoff, 1991). W przeciwienstwie do macierzy
PAM macierze BLOSUM powstaly w oparciu o sekwencje oddalone ewolucyjnie.
Ich liczba oznacza poziom homologi sekwencji, ktore zostaty uzyte do stworzenia
danej macierzy. Przyktadowo, najczesciej uzywana macierz BLOSUMG62 powstata w
oparciu o sekwencje wykazujace co najmniej 62% identyczno$ci. Pomiedzy
poszczegdlnymi macierzami BLOSUM nie ma zadnej zaleznosci matematycznej tak
jak to miato miejsce w przypadku macierzy PAM. Oprécz tych macierzy powstat caty
szereg macierzy wyznaczonych w oparciu o sekwencje bialek mitochondrialnych

(mtREV24) lub inne bazy danych (JTT, VT, WAG; Whelan 1 Goldman, 2001).



Ponadto dostepne sa specjalnie przygotowane macierze pod katem rybosomalnego

RNA (bactSLT, eukSLT, euk23SLT, mitoSLT; Smith i wsp., 2004).

2.6 METODY TWORZENIA DRZEW

Istnieje wiele metod statystycznych wykorzystywanych do konstrukcji drzew.
Generalnie metody te mozna podzieli¢ na kilka grup: metody oparte na odlegtosci
(distance methods), metoda parsymonii (najwigkszej oszczedno$ci, MP), metoda
najwigksze] wiarygodnosci (ML) 1 metody Bayesa. Oprocz tych metod o
potwierdzonej skuteczno$ci probuje si¢ wykorzystaé wiele innych, czgsto z
pozytywnym skutkiem. Jedna 2z najbardziej obiecujacych mozliwosci jest
wykorzystanie programowania genetycznego (Lemmon i1 Milinkovitch, 2002). Ze
wzgledow praktycznych omowione zostana jedynie wybrane metody skupajac si¢
glownie na ich zaletach 1 wadach, bardziej szczegdblowe dane razem z podstawami
matematycznymi mozna znale$¢ w innych zrédtach (Nei 1 Kumar, 2000; Felsenstein
2004).

Metody oparte na odleglosci polegaja na przedstawieniu rdznic migdzy
poszczegdlnymi sekwencjami w postaci liczb, ktére okreslaja ich wzajemna
odlaglos¢. Zaleta tej grupy metod jest prostota i szybkosc¢, jednak metody te nie sa w
stanie zobrazowa¢ procesu w sposob idealny, poniewaz nie wszystkie zdarzenia
ewolucyjne mozna odtworzy¢ na podstawie rozpatrywanych danych. Przyktadem
takich zmian sa wielokrotne substytucje wsteczne. W wigkszosci przypadkow mozna
to zjawisko w pewien sposdb zminimalizowa¢ wprowadzajac poprawke
proporcjonalng do dywergencji sekwencji. Inna wada tych metod jest to, ze w
kolejnych etapach analizy wszelkie obliczenia oparte sa na podstawie poczatkowo
wyliczonych warto$ci co moze oznaczaé utratg waznych informacji. W zaleznosci od
implementacji wyroznia si¢ tu szereg metod takich jak metoda niewazonych Srednich
potaczen (UPGMA), metoda ostatnich kwadratow (LS), metoda Fitch-Margoliach
(FM), matoda minimalnej ewolucji (ME), metoda przylaczania sasiada (NJ) 1 jej
modyfikacje (BIONJ). Metoda UPGMA polega na taczeniu gat¢zi o najwigkszym



podobienstwie wedhug Srednich laczonych par. Podejscie takie zaklada istnienie
zegara biologicznego i dobrze oddaje relacje migdzy analizowanymi sekwencjami
tylko, gdy ich tempo substytucji jest wzglednie stale. Warunek ten jest rzadko
spetniony 1 dlatego metoda ta jest rzadko stosowana. Inna metoda jest metoda FM
polegajaca na zmaksymalizowaniu dopasowania miedzy parami sekwencji przez
zminimalizowanie odchylenia kwadratowego obserwowanych odlegtosci w stosunku
do wszystkich mozliwych dlugosci gatezi drzewa. Wada tej metody jest brak
mozliwosci oceny uzyskanej topologii drzewa, ktéra ustala si¢ w oparciu o dtugos¢
galezi drzewa (jednak poszczegodlne wyniki nie sa od siebie w pelni niezalezne).
Ponadto metoda ta jest tym skuteczniejsza im dluzszych sekwencji uzyjemy co
znacznie ogranicza jej wykorzystanie (Net 1 Kumar, 2000). Podobne podejScie
zaktada metoda ME w ktoérej sumuje si¢ dtugosci wszystkich gatezi kazdego z
mozliwych drzew 1 wybiera si¢ drzewo o najmniejszej ich wartosci. Wada takiego
podejscia jest jego czasochtonnos$¢ przy duzej liczbie sekwencji czego mozna w
pewnym stopniu uniknaé ograniczajac liczbe analizowanych topologii, mimo to
musimy przeanalizowa¢ (N-1)!/2 réznych drzew (jako punkt startowy podaje sig
drzewo ustalone za pomoca metody NJ; Kumar, 1996). Jedna z najszybszych metod
tej grupy jest NJ bgdaca swego rodzaju uproszczeniem metody ME. Swoja szybko$¢
zawdzigcza temu, ze analiza podlega na sprawdzeniu wybranej grupy topologii.
Odbywa si¢ to wedtug nastepujacego algorytmu. Drzewem wyjsciowym jest drzewo
w ksztatcie gwiazdy, nastgpnie brane sa pod uwage dwa taksony (potencjalni sasiedzi
czyli sekwencje potaczone wspolnym wezlem) 1 porownuje z innymi. Dwa
najbardziej podobne taksony (posiadajace najkrotsza dlugos¢ galezi) sa wybierane, a
migdzy nimi wstawiana jest dodatkowa gataz laczaca je z pozostatymi taksonami
drzewa w ksztalcie gwiazdy. Postepuje si¢ tak, az do wyczerpania taksonow (Saitou i
Nei, 1987). Wada tej metody jest to, ze uzyskujemy jedno drzewo, ktore
niekoniecznie moze by¢ jedynym mozliwym rozwigzaniem o ustalonej dlugosci
galezi.

Metoda parsymonii czyli oszczednosci zaktada, Zze najlepszym rozwiazaniem

jest to najprostsze czyli takie drzewo, ktére wymaga najmniej zmian (substytucji).



Analizowane sa jedynie miejsca w ktorych sekwencje si¢ roznia, pozostate pozycje sa
usuwane 1 nie sa dalej wykorzystywane. Dodatkowo miejsca takie musza si¢ r6znié
przynajmniej w dwoch sekwencjach. Zalozenie to ogranicza w znacznym stopniu
zastosowanie tej metody. Z powodu wystgpowania wstecznych substytucji przy
wysokim poziomie dywergencji sekwencji metoda ta nie jest w stanie okresli¢
prawidlowej topologii drzewa. Ogolnie metodg ta mozna stosowac gdy, sekwencje
maja niski poziom dywergencji (d<0.1), tempo substytucji jest podobne w obrgbie
roznych gatezi 1 dlugos¢ sekwencji jest odpowiednio duza. Pewna poprawe moze
wnie$¢ zastosowanie parsymonii wazonej w ktérej tranzycjom 1 tranzwersjom
nadawane sa inne wagi (Nei 1 Kumar, 2000). Zaleta i jednocze$nie wada tej metody
jest tworzenie wielu optymalnych drzew, czasem ich liczba jest tak duza, ze nie
pozwala wlasciwie okresli¢ poprawnej topologii (Hedges 1 wsp., 1991).

Trzecia grupg metod stanowia metody najwigkszego prawdopodobienstwa.
Generalnie polegaja one na znalezieniu takiego modelu ewolucji, ktory w najlepszy
sposob tlumaczy powstanie okreslonego drzewa w oparciu o analizowane dane.
Najpierw obliczane sa czastkowe wartosci wiarygodnosci dla poszczegolnych miejsc,
ktore si¢ nastgpnie wymnaza. Zwykle otrzymana warto$¢ jest bardzo mata niska
liczba 1 dlatego przedstawia si¢ ja w postaci ujemnego logarytmu. Procedurg
obliczania prawdopodobienstw nalezy powtorzy¢ dla wszystkich mozliwych
topologii. Kolejnym pracochlonnym etapem jest obliczenie dtugosci gatezi. Z tych
wzgledow metoda ta jest niezwykle wymagajaca pod wzglgdem mocy obliczeniowe;j
(Sullivan, 2005). Mimo to metode najwigkszej wiarygodnos$ci uwaza si¢ obecnie za
najskuteczniejsza 1 jest ona wyraznie preferowana (Gadagkar i Kumar, 2005; Holder,
2001; Piontkivska, 2004). Niezbg¢dny czas obliczen mozna zredukowa¢ na dwa
sposoby. Pierwszy polega na wyjsciu od najbardziej skomplikowanego modelu (o
najwigkszej liczbie parametrow) i jego stopniowym upraszczaniu az do momentu,
gdy jego dalsze upraszczanie wywola istotna statystycznie roznicg. W ten sposob w
zaleznosci od danych z modelu o 10 parametrach mozna doj$¢ do innego prostszego
modelu co znacznie uprosci obliczenia 1 w efekcie skroci czas analizy (Sullivan,

2005). Innym podejSciem moze by¢ zastosowanie rdéznych metod heurystycznych,



ktore wybiora jedynie nieliczne, najbardziej prawdopodobne topologie 1 w oparciu o
nie wykonaja niezbedne obliczenia. Istnieje szereg r6znych algorytmow
wykonujacych to zadanie (dla przyktadu patrz Strimmer, 1977) jednak ich omdwienie
wykracza poza ramy niniejszej pracy. SzczegOlnie to drugie podej$cie bedzie

wykorzystywane przez mnie w praktycznej czgsci pracy.

2.7 WIARYGODNOSC OTRZYMANYCH WYNIKOW

Standardowa procedura sprawdzajaca prawidtowos$¢ otrzymanej topologii
drzewa jest metoda bootstrap. Polega ona na wygenerowaniu okreslonej liczby
(zwykle 1000) zestawow sekwencji powstatych z sekwencji uzytych do budowy
drzewa przez ich losowy wybor ze zwracaniem spos$rod zasad lub aminokwasow,
ktore wchodza w sktad danej sekwencji. Nastgpnie cala analiz¢ powtarza si¢
odpowiednig liczbe razy. Otrzymane wyniki porOwnywane sg z pierwotnym drzewem
przez co otrzymujemy procentowe poparcie poprawnosci danego rozgatezienia (Nei 1
Kumar, 2000). Mimo, ze metoda ta jest niezwykle uzyteczna to jednak powoduje
wielokrotne przedtuzenie czasu analizy, czasem wrgcz uniemozliwiajac jej
wykonanie. Pewnym rozwiazaniem tego problemu moze by¢ uzycie innych metod.
Jedna z nich jest mapowanie prawdopodobienstwa za pomoca kwartetow, ktore
sprawdza czy dany zbidr sekwencji jest odpowiedni do analizy (Strimmer, 1997).
Metoda ta polega na sprawdzaniu stosunkéw fiogenetycznych migdzy losowo
wybranymi czterema sekwencjami (kwartetami). Przy odpowiednio licznej probie na
te] podstawie budowane jest usrednione drzewo koncowe. W przypadku czterech
sekwencji istnieja trzy mozliwosci zbudowania drzewa nieukorzenionego. W
zaleznosci od danych drzewo takie moze posiada¢ jednoznaczna (regiony A, A,, As),
cze$ciowo rozwigzang (regiony Az, Az, Ais), badz nierozwiazang strukture (region
Ai23). Ich procentowy udziat pozwala z gory przewidzie¢ czy analizowane dane sa
odpowiednie do budowy drzewa. Cato§¢ mozna nanie$¢ na diagram w ksztalcie
trojkata (Rysunek 12a). Duzy udziat kwartetow w regionie A»; oznacza, ze drzewo

wynikowe bedzie wykazywac silng politomig.



3. MATERIALY I METODY

Do badan wykorzystano nienadmiarowe sekwencje krggowcoOw zamieszczone
w Histone Sequence Datebase umieszczone w NHGRI/NCBI (stan na maj 2005 rok,
Sullivan 1 wsp., 2002) z pominienciem nielicznych sekwencji, ktore byty zbyt
krotkie. Ponadto przeszukano zasoby GenBank 1 dotaczono szereg sekwencji
przewidzianych droga automatyczna. Dodatkowo do ukorzenienia drzew jako grupy
zewngtrzne] uzyto sekwencji histonowych jezowcodw Lytechinus pictus, Parechinus
angulosus 1 Strongylocentrotus purpuratus. W sumie analiza objeto 99 sekwencji
biatkowych 1 83 sekwencji nukleotydowych z 24 gatunkéw kregowcow 1 3 wyzej
wymienionych bezkrggowcow. Geny histonow poddano obrobce (analize
ograniczono do regiondw kodujacych biatko). Szczegdtowe dane na temat numerdw
dostepu GenBank wykorzystanych sekwencji 1 ich dlugo$¢ zamieszczono w Tabeli 8.
Dopasowanie sekwencji MSA przeprowadzono za pomoca programu ClustalX 1
ClustalW (Thompson 1 wsp., 2003). W przypadku nukleotydéw uzyskano MSA o
dtugosci 907 nukleotydow (Rysunek 7), a dla biatek MSA o dlugosci 308
aminokwasow (Rysunek 8).

Do budowy drzew metodami dystansu wykorzystano program MEGA3.1
(Kumar 1 wsp., 2004). Ze wzgledu na zl6zonoS¢ obliczen analizy metoda ML
przeprowadzono za pomoca programéw heurystycznych TREEFINDER (Jobb 1 wsp.,
2004) 1 TREE-PUZZLE v.5.2 (Strimmer i von Haeseler, 1996), a nie z
wykorzystaniem pakietu PHYLIP czy programu PAUP. Wiarygodno$¢ uzyskanych
wynikoéw sprawdzono przy uzyciu metody bootstrap.

Do analizy sekwencji biatkowych matodami ML zastosowano model Dayhoff
(PAM) uwzgledniajac rozktad gamma (dyskretyzacja na 6 przedzialéw) dla miejsc
zmiennych 1 miejsc konserwatywnych (niezmiennych) ewolucyjnie (Dayhoff+G+1I).
Model ten zostal wybrany na podstawie porOwnania wartosci najwigkszego
prawdopodobienstwa (-InL), kryterium informacyjnego Akaike (AIC, AICc) i
krytertum informacyjnego Bayesa (BIC) okreslonych przy pomocy programu Prottest
(Abascal 1 wsp., 2005). Poczatkowe drzewo ustalono metoda BIONJ (Tabela 5).



Analizg sekwencji nukleotydowych przeprowadzono w oparciu o model HKY+G+I,
ktory wybrano na podstawie wartosci -InL, AIC uzyskanych za pomoca serwera
online FindModel opartego na programie Modeltest v.3.7 (Posada 1 Crandall, 1998).
Drzewo poczatkowe ustalono za pomoca metody NJ wedlug modelu wazonych

odlegtosci JC.

Tabela 6. Optymalizacja modelu ewolucji biatek histonowych wedlug kryteiow AIC, AICc 1 BIC. W

nawiasach podano pozycje sposrod 20 przeanalizowanych modeli (czg$¢ danych pominigto).

Model AIC AICc-1 AICc-2 AICc-3 BIC-1 BIC-2 BIC-3
DayhofftI+G ~ 0.97(1) 0.03(2) 0.78(1) 0.96(1) 0.81(1) 0.78(1) 0.422)
Dayhoff+G 0.03(2) 0.97(1) 0.222) 0.042) 0.19(2) 0.22(2) 0.58(1)
WAG +1+G 0.00(3) 0.00(4) 0.00(4) 0.00(3) 0.00(4) 0.00(4) 0.00(4)
VT+HH+G 0.00(5) 0.00(7) 0.00(5) 0.00(5) 0.00(5) 0.00(5) 0.00(6)
ITTHHG 0.00(6) 0.00(8) 0.00(7) 0.00(6) 0.00(7) 0.00(7) 0.00(8)

Blosum62+1+G ~ 0.00(17)  0.00(18) 0.00(18) 0.00(17) 0.00(18) 0.00(18) 0.00(18)

AIC: kryterium informacyjne Akaike

AlCc-x: kryterium informacyjne Akaike drugiego rzedu

BIC-x: kryterium informacyjnego Bayesa

AICc/BIC-1: rozmiar proby (dlugosé sekwencji) (308.0)

AICc/BIC-2: rozmiar proby (suma entropii Shanona poszczegdlnych miejsc do calkowitego zestawienia) (459.6)
AICc/BIC-3: rozmiar proby (dlugos¢ sekwencji x liczba sekwencji x usredniona (0-1) entropia Shanona) (10528.4)

Tabela 5. Alfabetyczny spis sekwencji bialkowych i nukleotydowych

Gatunek Wariant | Oznaczenie |Kod dostgpu |Dlu- |Oznaczenie Kod dostepu | Dlugos¢
histonu |bialka bialka go$é |sekwencji GenBank
nukleotydowej

Anas platyrhynchos - Ap CAA29495 218 |Ap X06128 1941 (654) | &
Anguilla japonica - Aj BAB91236 145 |Aj AB073744 472 (435)
Anser anser anser H5 Aas HSGS5 193

P02258 193
Bos taurus H1.2 (H1d) | Bt12 XP 591742 213 |Bt12 XM_591742 1141 (639) |*
Bos taurus H1.0 Bt10 XP_583447 194 |Btl0 XM_583447 1844 (582) |*
Bufo bufo gagarizans | - Bb AAK66966 224 |Bb AF255740 839 (672)
Cairina moschata H1 Cm S01262 218
Cairina moschata HS5 Cm5 P06513 194 |Cm5 X01065 1175 (582)

CAA25530
Canis_familis HI° ct XP_852794 194 |cf XM_847701 867(582) |*
Carassius auratus - Ca AAO72080 191 Ca AY184811 584 (573)
Danio rerio - Dr AAH76144 163 |Dr BC076144 543 (489) | &
Danio rerio - Dr a XP_698497 199 |Dr a XM_693405 619 (597) *
Danio rerio . Dr b XP_ 697886 200 |Dr b XM_692794 603 (600) | *
Danio rerio HIM Dr1Ma AAM22974 257 |DrlM._a AF499607 917 (771) *
Danio rerio HIM DriMb NP_898894 257 |DrlM_b NM_183071 1374 (771) |*




Tabela 5. Alfabetyczny spis sekwencji bialkowych i nukleotydowych

Gatunek Wariant | Oznaczenie |Kod dostgpu |Dlu- |Oznaczenie Kod dostepu | Dlugos$¢
histonu | bialka bialka gos¢ | sekwencji GenBank
nukleotydowej
Danio rerio HL.5 Drl15 XP_688137 176 | Drl5 XM_683045 644 (528)
Danio rerio H1° Dr10 NP_955846 199 |Drl0 NM_ 199552 1365 (597)
Danio rerio HIX Dr1X NP_954970 192 |Dr1X NM_199276 1351 (576)
Gallus gallus H1.2 (H1d) | Ggl2 NP_001035732 219 | Ggl2 NM_001040642 660
XP 416194 219 XM 416194 1531
Gallus gallus H1.02 Ggl02 XP_425456 218 | Ggl02 XM_425456 657 (654)
Gallus gallus HI1.10 Ggl10 XP 416189 220 |Ggllo XP 416189 697 (660)
Gallus gallus - Gg P09987 218 |Gg J00863 1098 (654)
Gallus gallus H5 Gg5 P02259 190 |Gg5s J00870 1843 (570)
70678 190
AAA48798 190
CAA24994 190 X00169 6090
Gallus gallus HI.11IR Ggll1IR_XP XP_425470 219  |GglllR XM XM_425470 660
Gallus gallus HI1.1IR Ggl1IR_PO P08288 219 |GgllIR M M17020 1264
AAA48790 219 M17020 1264 (657)
86291 219
Gallus gallus HI.10 Ggl10_XP XP_425466 225 |Ggllo XM XM_425466 678
(Hlc) NP_001035733  |225 |Ggll0 NP NP_001040643 770 (675)
Gallus gallus H1.10 Ggl10_A A28456 220
Gallus gallus H1.03 Ggl03 P08285 224 |Gglo3 M17021 1140 (672)
86287 224 1140
AAA48787 224 M17021
Homo sapiens HIX Hs1X NP_006017 213 |Hs1X NM_006026 1503 (639)
Homo sapiens HIt Hslt P P22492 207 |Hslt M M60094 1759
87670 87670 (621)
1708098 207 M60094 1759
AAA35944 207 M60094 1759
Homo sapiens HIt Hslt_ AAN AAN06701 207 |Hslt_ AF AF531301 1380
(621)
Homo sapiens HIt Hslt AAH AAH69517 221 |Hslt BC BC069517 718 (621)
Homo sapiens HIt Hslt AAA AAA19936 207  |Hslt_ M9 M97755 874
NP_005314 Hslt NM NM_005323 725
(621)
Homo sapiens H1° Hs10_AAH AAH29046 194 |Hs10_BC BC029046 2193
(582)
Homo sapiens H1° Hs10_NP NP_005309 194 |Hs10_NM NM_005318 2336
(582)
Homo sapiens H1.2 (Hlc) |Hsl2 NP_005310 213 |Hsl2 NM_005319 732 (639)
Homo sapiens H1.3 (H1d) |Hsl3 NP_005311 221 |Hsl13 NM_005320 777 (663)
Homo sapiens H1.4 (Hle) |Hsl4 NP_005312 219 |H14 NM_005321 785 (657)
Homo sapiens H1.5 (H1b) | Hs15_NP NP_005313 226 |Hsl5 NM_005322 790 (678)
Homo sapiens H1.1 (Hla) | Hsll AAN06699 215 |Hsll AF531299 1620 (645)
Homo sapiens H1.5 (H1b) | Hs15_12 1208320A 219
Ictalurus punctatus - Ip AAQ99138 203 |Ip AY324398 956 (609)
Lytechinus pictus - Lp CAA28177 210 |Lp X04488 1171 (630)
Macaca mulatta HI1t Rh1t P40286 208 |Rhlt M97756 874 (624)
7439622
AAA19937 208 M97756 874
Mus musculus HIX Mm1X NP 941024 188  |Mml1X NM_198622 1126 (564)
Mus musculus HIt Mmlt NP NP_034507 208 |Mmlt NM NM_010377 727 (624)
Mus musculus Hilt Mmlt CAA CAA51325 208 |[Mmlt X X72805 2808 (624)
Mus musculus Hle Mmle NP_056602 219 |Mmle NM_015787 1954 (657)




Tabela 5. Alfabetyczny spis sekwencji bialkowych i nukleotydowych

Gatunek Wariant | Oznaczenie |Kod dostgpu |Dlu- |Oznaczenie Kod dostepu | Dlugos$¢
histonu | bialka bialka gos¢ | sekwencji GenBank
nukleotydowej
Mus musculus Hld Mmld NP_663759 221 |Mmld NM 145713 2975 (663)
Mus musculus Hle Mmlc NP_056601 212 |Mmlc NM_015786 1563 (636)
Mus musculus Hl1b Mmlb NP_064418 223 |Mmlb NM_020034 672 (669)
Mus musculus Hla Mmla NP_085112 213 |Mmla NM_ 030609 743 (639)
Mus musculus HI1° Mml10 CAA CAA31569 194 |Mml0 X X13171 1354 (582)
Mus musculus H1° Mm10_NP NP_032223 194  |Mml10_NM NM_008197 2304 (582)
Mus musculus - Mm_CAI CAI24904 209 |Mm_AL AL592149 627
Oncorhynchus mykiss | - Om_P P06350 207 |Om_X X02624 1728
70668 206 (621)
CAB37646 207 X02624 1728
Oncorhynchus mykiss | - Om_AAN AANS86579 144 |Om_AY AY150299 577 (432)
Oryctolagus cuniculus | H1.3 Ocl3 P02251 213
HSRBI13 213
Pan troglodytes H1.4 (H1b) | Pt14 XP_527259 219 |Ptl4 XP_527259 660
Pan troglodytes HIt Ptlt XP_527257 223 |Ptlt XP_527257 672
Pan troglodytes H1.1 Pt11 XP_527252 215 |Ptll XP_527252 648
Pan troglodytes HIX Pt1X XP_526304 213 Pt1X XP_526304 642
Pan troglodytes H1.5 (Hla) |Pt15 XP_ 527284 226 |Ptl5 XP_ 527284 681
Parechinus angulosus | - Pa Q7M409 206
103649 206
Parechinus angulosus | HI1.1 Pall AAA17393 180 |Pall u07825 540
Pongo pygmaeus HI1° Pp CAI29624 194 |Pp CR925976 2239
(582)
Rattus norvegicus H1° Rnl0 NP NP_036710 194 |Rnl0_NM NM_012578 1887
AAH61842 194 BC061842 1887
P43278 194 NP_036710 1887 (582)
631842 177
Rattus norvegicus H1° Rnl10_CAA9 CAAS1199 194 |Rnl0_X72 X72624 1779 (582)
Rattus norvegicus HI1° Rnl10_CAAO CAAS50020 164 |Rnl0_X70 X70685 1711 (492)
Rattus norvegicus H1.2 (H1d) |Rnl2 P P15865 219
92378 217
Rattus norvegicus H1.2 (H1d) |Rnl2 C CAA47734 219
Rattus norvegicus H1.2 (H1d) |Rnl2_A AAA41327 217  |Rnl2 M31229 1191 (651)
Rattus norvegicus Hla Rnla XP_225330 214  |Rnla XP_225330 693 (642)
Rattus norvegicus H1.4 Rnl4 NP 579819 219 |Rnl4 NM_133285 660 (657)
Rattus norvegicus HIt Rnlt NP_036711 208 |Rnlt NP_036711 745 (624)
Salmo trutta - St P02254 194
Strongylocentrotus Hl1-beta Splbe P P15869 211
purpuratus 85364 211
Strongylocentrotus Hl1-beta Splbe A AAA30052 211 Splbe M20314 1698
purpuratus Splbe N NP_999723 NM_214558 919 (633)
Strongylocentrotus Hl-delta Splde NP_999722 185 |Splde NM_ 214557 1138 (555)
purpuratus
Strongylocentrotus Hl-gamma | Splga NP_999720 217 |Splga NM_214555 654 (651)
purpuratus
Strongylocentrotus H1-early Splearly NP_999714 205 |Splearly NM_214549 715 (615)
purpuratus
Sus scrofa Hlt Ss1t P06348 211
70666 211
Tetraodon nigroviridis | - Tn_CAF90 CAF90042 198




Tabela 5. Alfabetyczny spis sekwencji bialkowych i nukleotydowych

Gatunek Wariant | Oznaczenie |Kod dostgpu |Dlu- |Oznaczenie Kod dostepu | Dlugos$¢
histonu | bialka bialka gos¢ | sekwencji GenBank
nukleotydowej
Tetraodon nigroviridis | - Tn_CAF97 CAF97258 184
Tetraodon nigroviridis | - Tn_CAG04 CAG04363 194
Xenopus tropicalis H1° Xt10 AAHG67985 196 | Xt10 BC067985 2133 (588)
Xenopus laevis HI1A XI1A_P P06892 210 |XI1A_ M M21287 8608 (630)
AAA49767 210
70669 209
Xenopus laevis H1A XI1A_A AAB29881 229 |XIIA_S S69089 1022 (687)
Xenopus laevis HIB X11B P06893 220 | XI11B M21286 660
AAA49764 220
2118972 219
Xenopus laevis HIC Xl1C_C CAAS51433 221 X11C X XLHICG 1793 (663)
Xenopus laevis HIC X11C_P6 P15866 217
Xenopus laevis H1C X11C_P7 P15867 221
Xenopus laevis HSB XI5B P22845 194
85789 196
Xenopus laevis B4 HIB4 P15308 273 |H1B4 X13855 1180 (819)
Xenopus laevis H1°1 X1101_7 AAH72941 194 | X1101_BCl BC072941 2229 (582)
Xenopus laevis HI1°-1 X1101_5 AAHS54149 176 | X1101_BC9 BC054149 1508 (528)
Xenopus laevis H1°-2 X1102 CAA96130 196 | X1102 771503 1959 (588)
Xenopus laevis HIX Xl11fx AAH41758 217 | Xllfa BC041758 2269 (651)

* sekwencja przewidziana metodami automatycznymi na podstawie DNA
& sekwencja nie opisana jako histon tacznikowy
() dlugos¢ sekewncji kodujacej
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Rysunek 8. Zestawienie sekwencji biatkowych (MSA) histonéw tacznikowych o diugosci 308
aminokwaséw (pozycje 1-102). Gwiazdkami (*) oznaczono miejsca konserwatywne, za$ mys$lniki

(-) symbolizuja przerwy. Oznaczenia sekwencji zgodne z tabela 6.
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Rysunek 8. Zestawienie sekwencji biatkowych (MSA) histonéw tacznikowych o diugosci 308
aminokwasoéw (pozycje 103-206). Gwiazdkami (*) oznaczono miejsca konserwatywne, za$

myS$lniki (-) symbolizuja przerwy. Oznaczenia sekwencji zgodne z tabela 6. Ciag dalszy.
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Rysunek 8. Zestawienie sekwencji biatkowych (MSA) histonéw tacznikowych o diugosci 308
aminokwaséw (pozycje 207-308). Gwiazdkami (*) oznaczono miejsca konserwatywne, za$

mys$lniki (-) symbolizuja przerwy. Oznaczenia sekwencji zgodne z tabela 6. Ciag dalszy.



4. WYNIKI

4.1 BIALKA HISTONOWE

Histony tacznikowe to podrodzina biatkowa w obrgbie histonow, ktora cechuje
si¢ najszybszym tempem ewolucji pozostajac jednoczesnie dos¢ konserwatywna
grupa biatek. Histony HI 1 H5 sa malymi biatkami o dlugosci okoto 200
aminokwasow. Cechuje je wybitna zasadowos$¢. Stosunek aminokwasoéw zasadowych
do kwasnych wynosi 7:1. Ponadto wystepuje tu prawie trzy razy wigcej
aminokwasow niepolarnych (Tabela 8). Histony tacznikowe zbudowane sa z trzech
domen z ktorych najbardziej konserwatywna jest domena centralna, ktora wykazuje
silne podobienstwo nawet u odleglych ewolucyjnie organizméw. Widoczne to jest w
zestawieniu bialek histonowych, ktére w tym regionie posiada mato przerw oraz duze
ogolne podobienstwo budujacych je aminokwasoéw (Rysunek 7).

Ze wzgledu na duza liczbe krotkich sekwencji drzewo obrazujace stosunki
filogenetyczne biatek histonowych zostalo wykonane w oparciu o niepoprawiona
warto$¢ p metoda NJ (Rysunek 9), poniewaz warto$¢ ta ma mala wariancje i
doswiadczalnie wykazano, ze w takich sytuacjach daje ona wzglednie dobre wyniki
niejednokrotnie wyprzedzajac inne bardziej skomplikowane metody (Nei 1 Kumar,
2000). Réznice odleglosci p pomigdzy poszczegdlnymi sekewencjami biatkowymi
wahaty si¢ w szerokim zakresie $rednio wynoszac 0.44 + 0.04. Dodatkowo
skonstruowano drzewa w oparciu o metod¢ ML (Rysunek 10 i 11) oraz
przeprowadzono mapowanie prawdopodobienstwa (Rysunek 12). Otrzymane drzewa
nieznacznie si¢ réznia, jednak kazde z nich wykazuje charakterystyczna ceche
polegajaca na tym, ze poszczegolne biatka grupuja si¢ w zalezno$ci od podtypu a nie
ze wzgledu na pochodzenie. Dopiero w obrgbie poszczegdlnych grup mozna
zauwazy¢ typowe rozgalezienia obrazujace relacje migdzygatunkowe. Jedynym
wyjatkiem od tej zasady sa histony tacznikowe kury, ktore wyraznie tworza odrgbna
grupe. Na dzien dzisiejszy ciezko wynioskowa¢ czemu si¢ tak dzieje, niezbedna

bedzie wigksza liczba danych pochodzacych od innych ptakow.
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Rysunek 9. Drzewo filogenetyczne biatek histonowych H1 1 HS skonstruowane metoda

najblizszego sasiada NJ oparciu o nieskorygowana odleglos¢ p. Powyzej weztéw podano
procentowa warto$¢ bootstrap (10 tys. powtorzen). Obok nazwy gatunkowej i1 subtypu histonu w
nawiasach podano kod dost¢gpu GenBank. Gwiazdka oznaczono sekwencje przewidziane metodami
automatycznymi. Znakiem & oznaczono sekwencje nie opisane w GenBank jako histony
tacznikowe, ale mimo to umieszczone w Histone Data Base. Drzewo zbudowano za pomoca

programu MEGA.
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Rysunek 10. Drzewo filogenetyczne biatek histonéw Iacznikowych skonstruowane metoda

najwigkszego prawdopodobienstwa ML w oparciu o macierz Dayhoff z uwzglgdnieniem rozktadu

gamma dla miejsc zmiennych (6 przedzialdéw) i miejsc niezmiennych. Powyzej weztow podano

procentowa ilo$¢ kwartetow popierajacych dane rozgalgzienie (na podstawie 250 tys. losowo

wybranych kwartetow). Drzewo zbudowano za pomoca programu TREE-PUZZLE. Oznaczenia jak

na rysunku 9.
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Rysunek 11. Drzewo filogenetyczne bialek histonowych H1 1 HS skonstruowane metoda
najwigkszego prawdopodobienstwa ML w oparciu o macierz Dayhoff z uwzglednieniem rozktadu
gamma dla miejsc zmiennych (dyskretyzacja na 6 przedziatow) i miejsc niezmiennych. Powyzej

weztow podano procentowa wartos¢ bootstrap (1000 powtdrzen). Drzewo zbudowano za pomoca

Strongylocentrotus purpuratus wezesny H1 (NP_999714)

korzen

programu Treefinder. Oznaczenia jak na rysunku 9.



Tabela 7. Wzgledny poziom uzycia kodonow

synomicznych (RSCU) gendéw histonow

tacznikowych. Podano czgstosci wystgpowania poszczegdlnych kodondw na podstawie, ktorych

wyliczono RSCU (warto$ci w nawiasach).

UUU(F) 0.4(0.36)
UUC(F) 1.8(1.64)
UUA(L) 0.3(0.36)
UUG(L) 0.0(0.02)
CUU(L) 0.6(0.80)
CUC(L) 2.4(3.19)
CUA(L) 0.9(1.19)
CUG(L) 0.3(0.44)
AUU() 0.3(0.40)
AUC(D) 2.2(2.48)
AUA(D) 0.1(0.12)
AUG(M) 0.7(1.00)
GUU(V) 0.8(0.60)
GUC(V) 3.4(2.40)
GUA(V) 0.7(0.48)
GUG(V) 0.7(0.52)
a)
A,
A A
13 '0:123 23
A1 Am

UCU(S)
UCC(S)
UCA(S)
UCG(S)

CCU(P)
CCC(P)
CCA(P)
CCG(P)

ACU(T)
ACC(T)
ACA(T)
ACG(T)

GCU(A)
GCC(A)
GCA(A)
GCG(A)

A,

1.3(0.44)  |UAU(Y)
2.6(0.92)  |UAC(Y)
0.9(0.33) | UAA(*)
0.5(0.18) UAG(*)
3.3(1.43) | CAU(H)
3.2(1.40) | CAC(H)
1.5(0.64) CAA(Q)
1.2(0.53)  |CAG(Q)
1.0(0.72) AAU(N)
3.7(249) | AAC(N)
0.6(0.39) AAA(K)
0.6(0.40) | AAG(K)
3.7(0.99) | GAU(D)
73(1.95) | GAC(D)
2.2(0.58)  |GAA(E)
1.8(0.48)  |GAG(E)
b)
28.1%
~ 9.8%
28.2% 2.0% 28.0%

0.6(0.78)
0.9(1.22)
4.3(2.20)
0.4(0.21)

1.6(0.74)
2.7(1.26)
19.5(1.81)
2.0(0.19)

0.7(0.37)
3.2(1.63)
6.5(1.49)
2.2(0.51)

1.4(0.56)
3.5(1.44)
17.9(1.59)
4.6(0.41)

28.0%

UGU(C) 1.5(0.37)
UGC(C) 6.4(1.63)
UGA(*) 1.2(0.60)
UGG(W)  1.7(1.00)

CGU(R) 1.6(0.61)
CGC(R) 6.7(2.54)
CGA(R) 2.1(0.81)
CGG(R) 2.5(0.93)

AGU(S) 2.5(0.88)
AGC(S) 9.2(3.24)
AGA(R) 1.5(0.58)
AGG(R) 1.4(0.52)

GGU(G)  4.0(0.63)
GGC(G) 15.8(2.48)
GGA(G) 2.8(0.44)
GGG(G) 2.9(0.45)

27.9%
N \Q{Z
Y/ o99%
2.0% 28.0%

Rysunek 12. Mapowanie prawdopodobienstwa za pomoca trojkatow prawdopodobienstwa.

a) lokalizacja w regionie A, A, 1 A; oznacza w pelni rozwiazana strukture w obrebie kwartetu; Ao,

Az 1 Ay dotyczy czg$ciowo rozwiazanej struktury (dwa réwnie prawdopodobne rozwiazania) i

centralny region Az w ktorym znajduja si¢ kwartety w ktorych nie da si¢ odtworzy¢ relacji

filogenetycznych. b) trojkat prawdopodobienstwa dla 99 biatek histonéw lacznikowych. c) trojkat

prawdopodobienstwa dla 83 sekwencji nukleotydowej histonéw tacznikowych.



79y Gallus gallus H1.10 (XM_425466)*
37I"L Gallus gallus H1.10 (NP_001040643)*
Gallus gallus H1.11R (M17020)
Gallus gallus H1.03 (M17021)
Gallus gallus HI.11R (XM_425470)*
Gallus gallus H1.2 (NM_001040642)
Gallus gallus H1.10 (XP_416189)*
Gallus gallus H1.02 (XM_425456)*
Gallus gallus (JOO863)
82— Anas platyrhynchos (X06128)&
r Homo sapiens H1.5 (NM_005322)
99— Pan troglodytes H1.5 (XP_527284)*

M 91y Homo sapiens H1.4 (NM_005321)
50 Pan troglodytes H1.4 (XP_527259)*
29 Mus musculus Hle (NM_015787)
Rattus norvegicus H1.2 (M31229)
97" Rattus norvegicus H1.4 (NM_133285)

or Mus lus H1b (NM_020034)
35 37| Mus r lus HId (NM_ 145713)
Homo sapiens H1.3 (NM_005320)

Homo sapiens H1.2 (NM;0053 19)
16 Bos taurus H1.2 (XM_591742)*
Hlc(NM_015786)

18 Mus

99— Homo sapiens H1.1 (AF531299)
L Pan troglodytes H1.1 (XP_527252)*%
—|—,— Mus musculus Hla (NM_030609)

Rattus norvegicus Hla (XP_225330)*
Oncorhynchus mykiss (X02624)
Carassius auratus (AY184811)
Danio rerio (XM_693405)*
a8l Danio rerio (XM_692794)*
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1)

76

Anguilla japonica (AB073744)

Danio rerio (BC076144)&
Bufo bufo gagarizans (AF255740)
99— Xenopus laevis H1A (M21287)

33 1 Xenopus laevis HI1A (S69089)
Xenopus laevis H1B (M21286)
80! Xenopus laevis HIC (XLH1CG)
Danio rerio H1.5 (XM_683045)*
92, Mus musculus H1t (X72805)
l_&‘l" Mus musculus H1t (NM_010377)
A 9 L Mus musculus (AL592149)&
| L Rattus norvegicus HIt (NP_036711)
34/ 74, '— Macaca mulatta H1t (M97756)
glodytes H1t (XP_527257)*

'— Pan tro

9 Homo sapiens H1t (M60094)

\—90\_{ Homo sapiens HIt (AF531301)
89| Homo sapiens H1t (M97755)

54| Homo sapiens HIt (BC069517)
Homo sapiens HIt (NM_005323)

54 51 Danio rerio HIX (NM_199276)*
—,—5 Ictalurus (AY324398)&

45| I Xenopus laevis HIX (BC041758)
5 Mus lus HIX (NM_198622)
a7l — Homo sapiens H1X (NM_006026)

99— Pan troglodytes HIX (XP_526304)*
Oncorhynchus mykiss (AY150299)
Danio rerio H1° (NM_199552)*
= 99; Xenopus lacvi§ H1°-1 (BC072941)
98| L Xenopus laevis H1°-1 (BC054149)
73 —————————————— Xenopus laevis H1°-2 (271503)
57 Xenopus tropicalis H1° (BC067985)
T Cairina moschata H5 (X01065)
— 51 L Gallus gallus H5 (J00870)
87, Homo sapiens H1° (BC029046)
95! Homo sapiens H1° (NM_005318)
73 Pongo pygmaeus H1° (CR925976)*&
I_.— Canis familis H1° (XM_847701)*
47— Bos taurus H1° (XM_583447*

€0 Rattus norvegicus H1° (X70685)
Mus musculus H1° (NM_008197)
78, Mus musculus HI1° (X13171)
Rattus norvegu.us HI1° (NM_012578)
40l Rattus norvegicus H1° (X72624)

997— Danio rerio HIM (AF499607)*
[ L~ Danio rerio HIM (NM_183071)*

67 Xenopus laevis B4 (X13855)

4t Strongylocentrotus purpuratus H1-delta (NM_214557)

2|

T Parechinus angulosus H1.1 (U07825)

Strongylocentrotus purpuratus wezesny HI (NM_214549)

61| |— Strongylocentrotus purpuratus H1-beta (M20314) korzen

— Lytechinus pictus (X04488)&
89 Strongylocentrotus purpuratus H1-gamma (NM_214555)

Rysunek 13. Drzewo filogenetyczne nukleotydowych sekwencji kodujacych histony H1 1 H5
skonstruowane metoda najblizszego sasiada NJ na podstawie liczby synomicznych roéznic migdzy
sekwencjami obliczonymi zmodyfikowana metoda Nei-Gojobori (na podstawie odleglosci p oraz
wspotczynnika R = 0.76). Powyzej weztow podano procentowa wartos¢ bootstrap (10 tys.
powtdrzen). Obok nazwy gatunkowej i subtypu histonu w nawiasach podano kod dostepu GenBank.
Gwiazdka oznaczono sekwencje przewidziane metodami automatycznymi. Znakiem & oznaczono
sekwencje nie opisane w GenBank jako histony tacznikowe, ale mimo to umieszczone w Histone

Data Base. Drzewo zbudowano za pomoca programu MEGA.
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Al Danio rerio H1.5 (XM_683045)*
Danio rerio (BC076144)&
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78

74

g

% L Pan troglodytes H1.5 (XP_527284)*
Mus musculus H1b (NM_020034)

Mus musculus Hlc (NM_015786)

79 Mus musculus H1d (NM_145713)

E Homo sapiens H1.3 (NM_005320)

57 Homo sapiens H1.2 (NM_005319)

52 87y Homo sapiens H1.4 (NM_005321)

Pan troglodytes H1.4 (XP_527259)*

| 63 Rattus norvegicus H1.2 (M31229)
|_E' Rattus norvegicus H1.4 (NM_133285)
62

Mus musculus Hle (NM_015787)
Bos taurus H1.2 (XM_591742)*
93— Parechinus angulosus H1.1 (U07825)
L— Strongylocentrotus purpuratus wezesny H1 (NM_214549)
7 78— Lytechinus pictus (X04488)& korzen
L I—— Strongylocentrotus purpuratus H1-beta (M20314)
sl Strongylocentrotus purpuratus H1-gamma (NM_214555)

o5
Rysunek 14. Drzewo filogenetyczne ML nukleotydowych sekwencji kodujacych histony HI 1 H5
skonstruowane metoda kwartetoéw wedtug modelu HKY z rozktadem gamma dla miejsc zmiennych
(6 przedzialéw) i1 miejsc niezmiennych. Powyzej wezldw podano procentowa ilo§¢ kwartetow
popierajacych dane rozgalezienie (na podstawie 250 tys. losowo wybranych kwartetoéw). Drzewo

zbudowano za pomoca programu TREE-PUZZLE. Oznaczen jak na rysunku 9.
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Rysunek 15. Drzewo filogenetyczne ML sekwencji nukleotydowych kodujacych histony
tacznikowe w oparciu o model HKY z rozktadem gamma dla miejsc zmiennych (6 przedziatéw) i
miejsc niezmiennych. Powyzej weztéw podano procentowa wartos$¢ bootstrap (1000 powtdrzen).

Drzewo zbudowano za pomoca programu Treefinder. Oznaczenia jak na rysunku 9.

Tabela 8. Procentowy udzial aminokwasoéw budujacych biatka histonow tacznikowych ($rednia z 99
znalizowanych sekwencji). Kolorem czerwonym zaznaczono aminokwasy kwasne, niebieskim

aminokwasy zasadowe, zielonym aminokwasy polarne.

Ala Cys Asp Glu Phe Gly His Ile Lys Leu
20.37 0.05 1.20 3.17 0.67 5.70 0.41 1.77 26.46 4.34
Met Asn Pro Gln Arg Ser Thr Val Trp Tyr

0.91 1.81 8.16 1.81 3.55 8.32 5.14 5.30 0.04 0.82




4.2 SEKWENCJE NUKLEOTYDOWE

Analize sekwencji nukleotydowych ograniczono do regionéw kodujacych
biatka. Wynika to z fragmentaryczno$ci danych, w wielu przypadkach brak jest
pelnych odcinkéw promotorowych. Zbadano stosunek poszczegdlnych zasad, ktory
przedstawia sig: T — 0.11755, C — 0.28604, G — 0.28838, A — 0.30802. Dodatkowo
obliczono wzgledny poziom uzycia kodonéw synomicznych RSCU (Tabela 7).
Wspotczynnik tranzycji/transwersji R wynosi 0.76 £ 0.03 (odpowiednio 0.77 + 0.04,
0.93 £ 0.07, 0.66 =+ 0.03 dla pierwszej, drugiej i trzeciej pozycji kodonow).
Zbadano rdéznice synomiczne (ps) 1 niesynomiczne (pn) migdzy poszczegdlnymi
sekwencjami. W cele zbadania jaki rodzaj selekcji kieruje ewolucja histonow
tacznikowych przeprowadzono test statystyczny Z oparty na kodonach. Jako hipotezg
zerowa Hj przyjeto ps = pn (selekcja neutralna), a hipotezami alternatywnymi H; 1 H,
byty ps > p~ (selekcja oczyszczajaca) 1 ps < pn (selekcja pozytywna). Hipoteza
zerowa zostala odrzucona z prawdopodobienstwem btedu P < 0.05. Prawdziwa
okazata si¢ by¢ jedynie hipoteza H;.

Podobnie jak w przypadku sekwencji biatkowych skonstruowano trzy drzewa
filogenetyczne wedtug podobienstwa sekwencjach nukleotydowych. Pierwsze oparte
na wzglednie prostych metodach dystansu migdzy sekwencjami (Rysunek 13) 1 dwa
pozostate zbudowane wedlug metod ML (Rysunek 14 i 15). Dodatkowo
przeprowadzono mapowanie prawdopodobienstwa za pomoca programu TREE-

PUZZLE (Rysunek 12b).



5. DYSKUSJA

Biatka histonowe sa rodzina silnie konserwatywnych biatek wsrod ktorych
wyrdznia si¢ pi¢¢ podrodzin. Jedna z nich sa histony tacznikowe H1 1 HS. Jest to
heterogenna grupa ztozona z kilku bialek, ktorych liczba zalezy od organizmu 1 moze
wynosi¢ do 9 w zaleznosci od gatunku. Ponadto wystepuja one w wielu kopiach. Fakt
ten potwierdzaja badania organizmow pochodzacych z roéznych krélestw wedtug
ktorych histony tacznikowe sa obecne zawsze przynajmniej w dwoch formach u
wszystkich zanalizowanych pod tym katem organizméw (ponad 100 gatunkoéow
grzybow, roslin 1 zwierzat; Kasinsky 1 wsp., 2001).

Celem niniejszych badan nie jest ustalenie kiedy poszczegdlne formy histonow
tacznikowych powstaty, poniewaz wedlug badan Ponte 1 wspotpracownikéw
somatyczne histony tacznikowe 1 histon HIt rozdzielity si¢ 406 £ 80 milionoéw lat
temu czyli wczesniej niz wyksztalcily si¢ ssaki, a nawet krggowce (Ponte 1 wsp.,
1998). Podstawowym zadaniem pracy jest zbadanie jak ksztaltowal si¢ proces
ewolucji histonow tacznikowych 1 jaki rodzaj selekcji byt gldwna sita ksztattujaca
relacje w tej rodzinie. Poznanie tych proceséw pod katem molekularnym pozwoli
rozstrzygnac jak bedzie si¢ ksztattowac ten proces w dalszej przysztosci.

Ewolucje wielogenowych rodzin starano si¢ wytlumaczy¢ za pomoca kilku
modeli ewolucyjnych. Pierwszym takim modelem byl model ewolucji réznicujace;j
(divergent evolution) wedtug ktérego poszczegdlne geny powstaty z macierzystego
genu w wyniku procesu duplikacji 1 stopniowego nagromadzania si¢ roznic miedzy
powstatymi genami. Model ten doskonale tlumaczyt proces ewolucji biatek rodziny
globulinowej jednak w miar¢ naplywu nowych danych okazat si¢ nieadekwatny do
innych rodzin biatkowych w ktérych zaobserwowano, ze czgsto mamy doczynienia z
wieloma tandemowo powtorzonymi genami, ktore sa niemal identyczne u danego
organizmu 1 r6zne u organizmOw pokrewnych. Taka sytuacja ksztaltuje si¢ na
przyklad w obrgbie rodziny rybosomalnych RNA (rRNA). W zwiazku z tym
zaproponowano nowy model nazwany ewolucja jednorodna (concerted evolution).

Zaktada on, ze wszystkie geny rodziny ewoluuja w sposob jednorodny jako jedna



niepodzielna cato$¢ czyli poszczegdlne geny rodziny przestaja by¢ niezalezne.
Wszelkie zachodzace mutacje rozprzestrzeniaja si¢ na sasiednich przedstawicieli
rodziny za pomoca wielokrotnego crossing over lub w wyniku konwersji genow. Az
do poczatku lat 90-tych wigkszo$¢ badaczy przyjmowata, ze wlasnie tak ksztaltujq sig
procesy ewolucji rodzin genowych. Wszelkie sprzecznosci, ktore pojawiaty si¢ wraz
z nagromadzeniem coraz wigkszej ilosci danych molekularnych probowno wyjasni¢
odpowiednio modyfikujac model. Jednak zastosowanie ewolucji jednorodnej nie byto
mozliwe w przypadku olbrzymiej roznorodnosci z jaka si¢ zetknigto w przypadku
biatek uktadu odpornosci a mianowicie przeciwciat i biatek MHC. W zwiazku z
powyzszym zaproponowano inny, obowigzujacy do dzi§, model ewolucji narodzin 1
Smierci (birth-and-death evolution). Zaktada on powstanie nowych genéw w wyniku
duplikacji w efekcie ktorych nowe geny moga zosta¢ wlaczone na stale lub tez moga
by¢ usunigte lub przeksztalcone w pseudogeny (Nei 1 Hughes, 1992; Nei 1 Rooney,
2005). To wilasnie obecnos¢ pseudogendéw byla przyczyna gidéwnych kontrowers;ji i
zrodlem krytyki modelu ewolucji jednorodne;j. Istnieje mozliwo$¢ rozroznienia, ktory
model ewolucji lepiej pasuje do analizowanych danych. Jednym podejsciem moze
by¢ zbadanie jaki rodzaj selekcji dominuje. Jesli bedziemy mieli doczynienia z
selekcja oczyszczajaca najprawdopodobniejszym modelem bgdzie model birth-and-
death. Z drugiej strony nalezy przyjrze¢ si¢ relacjom jakie panuja migdzy
poszczeg6lnymi cztonkami rodziny.

Podstawowym zalozeniem selekcji oczyszczajacej jest to, ze liczba roznic
synomicznych (ps) przewyzsza liczbg rdznic niesynomicznych (pn). Tak tez ksztaltuje
si¢ sytuacja w przypadku histondw lacznikowych. Przeprowadzony test Z oparty na
kodonach jednoznacznie wykluczyl pozostate dwie mozliwosci. Niemniej jednak w
przypadku niewielkich r6znic migdzy analizowanymi genami test ten moze okazac
si¢ zbyt liberalny. W istocie poréwnanie migdzy kilkoma genami pewnych subtypoéw
histonow tacznikowych wystgpujacych u jednego organizmu (np. HIt u Homo
sapiens) nie pozwala rozstrzygna¢ tego problemu. W takich przypadkach o ewolucji
pewnych bialek nie da si¢ wnioskowa¢ w ten sposob. Problem ten mozna rozwigzaé

inaczej. Nalezy podejs¢ do sprawy od drugiej strony 1 sprawdzi¢ jakie sa



konsekwencje ewolucji zgodnie z zatozeniami poszczegdlnych modeli, a nastepnie
porownac je z otrzymanymi wynikami. Wiasnie takie podejscie zostalo wykorzystane
w niniejszej pracy. Jesli przyjmiemy, ze rodzina genowa ewoluuje zgodnie z
modelem jednorodnym powinni§my oczekiwaé, ze poszczegdlni cztonkowie rodziny
beda bardzo podobni w obrgbie gatunku, a r6zni migdzy gatunkami. Efektem tego
bedzie skupienie si¢ genow danego gatunku w jedna grupe na drzewie
filogenetycznym. Inaczej bedzie wyglada¢ sytuacja w przypadku ewolucji birth-and-
death. Tutaj geny beda si¢ skupia¢ w grupy pod wzgledem przynaleznosci do danego
subtypu a nie gatunku.

Analizeg histonow lacznikowych przeprowadzono na poziomie nukleotyddéw i
biatka. Otrzymane wyniki sa bardzo podobne 1 bez wzgledu na zastosowana metode
konstrukcji drzew wykazuja wyrazne podobienstwa. Na poczatku skonstruowano
drzewa w oparciu o metody dystansu (Rysunek 9 i 13) stosujac algorytm NJ. W
pierwszym przypadku podstawa drzewa byta nieskorygowana odlegtos¢ p, poniewaz
biatka histonowe sa krotkie, a liczba analizowanych sekwencji byta do$¢ duza. W
takim przypadku uzasadnione wydaje si¢ zastosowanie nawet tak uproszczonego
modelu ewolucji. Dla zobrazowania procesoOw ewolucji sekwencji nukleotydowych
zastosowano zmodyfikowana metod¢ Nei-Gojobori, ktéra rozrdznia substytucje
synomiczne od niesynomicznych oraz pozwala uwzgledni¢ rozna czgstose
zachodzenia tranzycji i transwersji (wspotczynnik R). Metodg ta wybrano, poniewaz
warto§¢ R = 0.76 réznita si¢ od wartosci oczekiwanej w przypadku jednakowego
tempa tranzycji 1 transwersji (R = 0.5). Metody te maja dodatkowa zalete jaka jest
mata liczba parametréw co pozwala na szybkie otrzymanie rezultatéw (czas
konstruowania tych drzew nie przekraczat 10 minut na komputerze Celeron 2.6GHz).
Nastgpnym etapem badan bylo skonstruowanie drzew w oparciu o zasady
najwigkszego prawdopodobienstwa. W przypadku bialek zastosowano macierz
Dayhoff (Tabela 4). Ponadto za pomoca rozktadu gamma uwzgledniono mozliwos¢
nierownomiernego tempa substytucji w zalezno$ci od znaczenia danego miejsca dla
funkcjonowania genu. Wprowadzono takze dodatkowy paramatr dla miejsc

konserwatywnych ewolucyjnie (Rysunek 10 1 11). Analize sekwencji



nukleotydowych oparto o model HKY (Tabela 3), ktéry bierze pod uwage
wspotczynnik R oraz rdézna proporcj¢ poszczegdlnych zasad (Rysunek 14 1 15).
Otrzymane topologie roznity si¢ nieznacznie nawet w przypadku zastosowania metod
zaliczanych do tej samej grupy (ML). Wynika¢ to moze z kilku czynnikow. Otéz w
przypadku metod ML zastosowano dwa odmienne programy znacznie rdézniace si¢
podejsciem do problemu. Program TREE-PUZZLE opiera si¢ na dos$¢ szczegolnej
metodzie kwartetow. Pozwala ona wnioskowa¢ o stosunkach filogenetycznych na
podstawie kwartetow (czworek) sekwencji 1 tak otrzymane wyniki ekstrapoluje si¢
tworzac drzewo koncowe. Dodatkowa zaleta programu jest to, ze przed
rozpoczeciem gléwnej analizy mozna sprawdzi¢ za pomoca mapowania
prawdopodobienstwa czy dane sa odpowiednio dobrane. W przypadku sekwencji
histonow tacznikowych wyniki te byty wystarczajaco dobre (ponad 80% kwartetow
faworyzuje $cisle okreslona topologi¢). Jednak blisko w 10% przypadkéw metoda
kwartetow okazala si¢ by¢ niejednoznaczna. Procent ten byt identyczny w przypadku
sekwencji biatkowych 1 nukleotydowych co jest do$¢ dziwne, poniewaz z zalozenia
im dluzsze sekwencje tym lepiej powinna sprawowac si¢ matoda kwartetow.
Jedynym wytlumaczeniem moze by¢ to, ze w obregbie analizowanej grupy sekwencji
cze$¢ z nich byla nieodpowiednia wprowadzajac zaktocenia. Najwyzszy procent
nierozstrzygnigtych kwartetow posiadaty krotkie sekwencje biatkowe (na przyktad
histon H1 pochodzacy z Anguilla japonica) oraz dtugie histony podtypu H1M/B4.
Mimo to nie zostaly one usunigte. Prawdopodobnie to jest przyczyna powstania
licznych weziow wyzszego rzedu. Niemniej jednak drzewa otrzymane za pomoca
tego programu nadal wygladaja dobrze. Dodatkowo zbudowano drzewa ML za
pomoca programu Treefinder, poniewaz symulacje potwierdzily jego wyzszo$¢ nad
programem TREE-PUZZLE. Program ten skuteczno$cia doroOwnuje programom z
pakietu PHYLIP bgdac wiele razy szybszym. Dlatego za najblizsze rzeczywisto$ci
uznaj¢ wilasnie drzewa skonstruowane za pomoca programu Treefinder. Dodatkowo
w tym przypadku test bootstrap daje wysokie poparcie dla wigkszosci otrzymanych
galezi.

Bez wzgledu na metode konstrukeji drzew oraz model ewolucji, ktory przyjeto



wyniki okazaty si¢ by¢ wyjatkowo spojne. Histony tacznikowe grupuja sie¢ w
zalezno$ci od podtypu danego biatka/genu. Dopiero w obregbie grupy mozna
zaobserwowac typowe relacje migdzygatunkowe jakich mozna by oczekiwa¢ pod
katem pokrewienstwa. Rozdzial na grupy jest silnie poparty testem bootstrap i jest
obecny w kazdym z drzew. Jedynym wyjatkiem od tej zasady sa histony facznikowe
ptakow 1 ptazoéw, ktore wyraznie tworza oddzielne grupy skupiajace wszystkie
podtypy z wyjatkiem histonu H1° 1 H5. Przyczyny tego zjawiska nie sa znane 1 jego
wyjasnienie bedzie wymagaé wigkszej liczby sekwencji pochodzacych od ptakéw 1
ptazéw, ktére w tej chwili nie sa dostepne. Jako pierwsza wyodrebnia si¢ grupa
histonéw HIM/B4, nastgpnie powstaja histony niezalezne od procesu replikacji H1°
1 HS oraz histony HIX. Kolejna grupa sa somatyczne histony lacznikowe wraz z
histonami H1t. W obrgbie tej grupy jako pierwsze oddzielaja si¢ histony H1t. Sposrod
histonow somatycznych najlepiej wyrozniajaca sie grupa jest podtyp HI1.1. Pomimo
tych podobienstw trafiaja si¢ istotne rdznice migdzy poszczegdlnymi drzewami.
Analiza objeto takze szereg sekwencji otrzymanych metodami automatycznymi oraz
nie opisanych jako histony facznikowe, ale mimo to umieszczonymi w Histone Data
Base. Wigkszo$¢ z nich ustawicznie lokuje si¢ w tym samym miejscu wzgledem
innych sekwencji co pozwala jednoznacznie zaliczy¢ je do okreslonego podtypu (na
przyktad histon H1° pochodzacy od Bos taurus 1 Canis familis w przypadku
sekwencji przewidzianych metodami automatycznymi oraz biatko Tetraodon
nigroviridis oznaczone jako CAG04363). Czasem sekwencje takie okazaly sig
jedynie zblizonymi do histonow facznikowych o czym moze swiadczy¢ nienormalnie
wydhuzona gataz tak jak to ma miejsce w przypadku biatka Tetraodon nigroviridis
(CAF90042), ktore prawdopodobnie histonem tacznikowym nie jest.

Otrzymane wyniki jednoznacznie wskazuja ze rodzina histonéw tacznikowych
ewoluuje zgodnie z modelem birth-and-death z silng selekcja oczyszczajaca.
Podobny wniosek otrzymali takze inni autorzy (Eirin-Lopez 1 wsp., 2004; Eirin-
Lopez 1 wsp., 2005), jednak ich badania opieraly si¢ gléwnie na pordéwnaniu
proporcji substytucji synomicznych (ps) 1 niesynomicznych (pn), a zastosowane

metody konstrukcji drzew byly ograniczone jedynie do metod dystansu. W niniejsze;j



pracy potwierdzono te wyniki stosujac wiele innych metod, ktére na dzien dzisiejszy
uznaje si¢ za najodpowiedniejsze 1 najbardziej miarodajne. Nalezy podkresli¢, ze
roOwniez ewolucja histonow rdzeniowych ksztaltowana jest zgodnie z modelem birth-

and-death (Piontkivska i wsp., 2002; Rooney 1 wsp., 2002).
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